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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Carcinostatisches Mittel 

Gegenstand der Erfindung ist ein carcinostatisches Mittel 
mit immunverstarkender carcinostatischer Wirkung, das als 
Wirkstoff Eisenin, ein Tripeptid der Sequenz 

L-Pyroglu-L-Glu-L-Ala 

enthalt, in der Pyroglu, Glu und Ala Pyroglutaminsaure, Glu- 
taminsaure bzw. Alanin bedeuten. 
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Carcinostatisches Mittel " 
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Patentanspruche 
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1 • Carcinostatisches Mittel mit immunverstarkender carcino- 
statischer Wirkung, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an Eisenin, einem Tripeptid mit der Sequenz 

L-Pyroglu-L-Glu-L-Ala 
in der Pyroglu, Glu und Ala Pyroglutaminsaure , Glutamin- 
saure bzw. Alanin bedeuten, und pharmazeutisch vertragli- 
chen' Trager-, Hilfs- und Zusatzstof f en. 

2- Carcinostatisches Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS das Eisenin aus Eisenia bicyclis erhalten 
wurde . 

3. Carcinostatisches Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Eisenin auf synthetischem Weg erhalten 
wurde . 
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4. Verwendung von Eisenin bei der Behandlung von Turnoren. 



- - 

-z. 



332744 



Der Erfindung liegt die Aufgabe. zugrunde, ein neues carcinos 
tisches Mittel mit immunverstarkender carcinostatischer Wir- 
kung bereitzustellen. Diese Aufgabe wird durch die Erfindung 
gelost. 



10 

Gegenstand der Erfindung ist ein carcinostatisches Mittel 
mit irsmuriverstSrkender carcinostatischer Wirkung, das als 
Wirkstoff Eisenin enthalt. Dieses ist ein durch Extraktion 
aus dem Seetang Eisenia bicyclis oder auf synthetischem Weg 
15 erhaltliches Tripeptid. Die Erfindung betrifft somit ein 

carcinostatisches Mittel mit immunverstarkender carcinosta- 
tischer Wirkung, das als Wirkstoff Eisenin, ein Tripeptid 
mit der Sequenz 

L-Pyroglu-L-Glu-L-Ala 



20 



enthalt, in der Pyroglu, Glu und Ala Pyroglutaminsaure, 
Glutaminsaure bzw. Alanin bedeuten. 



Eisenin ist ein Tripeptid, das aus dem Seetang Eisenia 
bicyclis extrahiert werden kann. In jiingster Zeit ist auch 
seine Synthese gelungen. Es hat die Form von farblosen lan- 
gen Nadeln mit dem Glanz von Seidenfaden, zeigt positive 
Biuret-Reaktion, eine gewisse Schrumpfung beim Schmelzpunkt 
von 180°C und zersetzt sich beim Schmelzen bei 225 bis 226°C. 



Seine wMQrige Losung reagiert sauer. 

Die Antitumorwirkung von Eisenin ist vermutlich keine direkte 
Wirkung, sondern sie zeigt sich derart, daB die nicht spezi- 
fische Abwehrkraft des lebenden Korpers verstarkt wird. Da 
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Eisenin eine einfache Tripeptid-Struktur hat, kann es leicht 
synthetisiert werden. Ferner kann es, da es kristallin ist, 
als feines Pulver erhalten werden und kann infolge seiner 
Wasserloslichkeit zu verschiedenen pharmazeutischen Zuberei- 
tungsarten, wie Injektionspraparaten, Tabletten, Salben 
und Suppositorien verarbeitet werden, wobei pharmakologisch 
anwendbare Trager- und Hilfsstoffe benutzt werden, die libli- 
cherweise in der pharmazeutischen Praxis eingesetzt werden. 
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In der beiliegenden Zeichnung zeigen: 



Figur 1 in graphischer Darstellung die Antitumorwirkung 

von Eisenin gegen einen isologen allogenen Tumor ; 

15 Figur 2 in graphischer Darstellung die lebensverlangernde 
Wirkung von Eisenin beim Einsatz gemaB Fig. 1; 

Figur 3 in graphischer Darstellung die Antitumorwirkung 
ohne Beteiligung von T-Zellen; 
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Figur 4 in graphischer Darstellung die lebensverlangernde 
Wirkung von Eisenin beim Einsatz gemaB Fig. 3; und 
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Figur 5 in graphischer Darstellung die Antitumorwirkung von 
Eisenin gegen einen isologen xenogenen Tumor. 



Eisenin, das durch Extraktion aus dem Seetang Eisenia bicycli 
oder durch Synthese erhalten wurde, zeigte sich als wirksames 
carcinostatisches Mittel mit immunver s t ar kender (immunopoten- 
tierender) carcinostatischer Wirkung. Die Ergebnisse von Tier 
versuchen, die im Hinblick auf die immunver starkende carcino- 
statische Wirkung von Eisenin durchgefiihrt wurden, sind nach- 
stehend beschrieben. In den Figuren und Tabellen bedeuten die 
Begriffe "mit Eisenin behandelt" bzw. "nicht behandelt n , daB 
Eisenin verabreicht bzw. nicht verabreicht wurde. 
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\ (1) Tierversuche 

Als Versuchstiere werden Bulb/C-Mause und nackte Mause ver- 
wendet. Die eingesetzten Tumoren sind Colon (Balb/C Colon- 
5 Krebs) und Sarcoma 180. 

a) 1 000 000 Zellen Colon 26 werden subcutan auf Balb/C- 
Mause transplantiert . Das Eisenin wird intraperitoneal 
den Mausen jeden zweiten Tag dreimal in einer Menge von 
10 5 mg/Tier gegeben. Das Gewicht der Tumoren und die tfber- 

lebensrate werden ermittelt. Die Ergebnisse sind in den 
Figuren 1 und 2 angegeben. 
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b) 1 000 000 Zellen Colon 26 werden subcutan nackten Mausen 
eingesetzt. Eisenin wird intraperitoneal den Mausen je- 
den zweiten Tag in einer Menge von 5 mg/kg gegeben. Das 
Gewicht der Tumoren und die Uberlebensrate werden be- 
stimmt. Die Ergebnisse sind in den Figuren 3 und 4 ange- 
geben. 



c) 1 000 000 Zellen Sarcoma 130 werden subcutan Balb/C-Mausen 
eingesetzt. Eisenin wird intraperitoneal und oraI ; den 
Mausen jeden zweiten Tag dreimal in einer Menge von 

5 mg/Tier gegeben. Das Gewicht der Tumoren wird bestimmt. 
25 Die Ergebnisse sind in Figur 5 angegeben. 

d) 10 6 rote Blutzellen vom Schaf (S R be) werden, Balb/C- 
Mausen intravenos injiziert. 4 Tage danach werden 10 
rote Blutzellen vom Schaf und Phosphatpuf f erlosung 

30 (pes) subcutan in die linke Fufisohle injiziert. Gleichzei- 

tig wird Phosphatpuf f erlosung (PBS) allein subcutan in 
die rechte FuBsohle injiziert. 2 Tage spater wird die. 
Dicke beider FiiBe zur Prufung auf verzogerte Hypersensi- 
tivitat gemessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle I ange- 

35 geben. 
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In vitro Versuch 
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Sensibilitatstest 

Colon 26 wird gewebekultiviert und mit Eisenin in ver- 
schiedenen Konzentrationen 3 Tage in Beriihrung gebracht. 
Dem Medium wird Tr itium-Thymidin , Uridin bzw. Leucin 
zugesetzt, und ihr Einbau in die Zellen wird untersucht, 
um den Hemmindex zu bestimmen. Die Ergebnisse der Prii- 
fung des Einflusses von Eisenin auf die DNS— , RNS- und 
Proteinsynthese sind in Tabelle II angegeben. 
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1 Tabelle II 

Sensibi li tats te s t 



10 



15 



20 



25 



• Eisenin- 














• Konzentration 
(mg/ml 


1.0 


0.1 


0.01 


0.001 


0.0001 


Vergleicl 


' Zahlungen pro 
( min im Fall 
von 


140430 
171 170 


190120 
203872 


207474 
229569 


220010 
213816 


231236 
219336 


218622 
220775 


Tritiuni- 
Thymidin 


163554 
176167 


201151 
223845 


240628 
246273 


221170 
213017 


224786 
233612 


245962 
226495 


Durchschni tt 


170297 


19S331 


238823 


218332 


229378 


221964 


I.I. (%) . . 


23 


1 1 


8 


2 


0 




Zahlungen pro 
rain ire Fall 
• von 


27033 
20903 


32774 
25271 


37043 
3321 1 


39415 
31675 


32836 
29585 


32553 
31801 


Uridin 
(CMP) 


19954 


24222 


31493 


28671 


24135 


30304 


22463 


26786 


34408 


33161 


29958 


27653 


Durchschni 1 1 


21 107 


25426 




Til £n 

-j i i oy 


30793 


31553 


I.I. (%) 


33 


19 


0 


0 


2 




Zahlungen pr 
-min im Fall 


6826 


13311 


12285 


13620 


12952 


14674 . 


von 

Leucin 

(CPM) 


6150 


12566 
8076 . 


11020 
. 12097 


14230 
13379 


11936 
1.1808 


11382 
12690 




6587 


7076 


11318 


11355 


10952 


14350 


• Durchschni tt 


6521 


11318 


14478 


13743 


12232 


13905 


I.I. (%) 


53 


19 


17 


1 


12 





Berne rkungen; (1) Der Hemmindex (I.I.) wird nach < folgender Gleichung 

berechnet. Wenn der I.I. 75 % uberschreitet , wird das 



30 

Mittel als wirksam bewertet. 

CPM (Vergleich) - CPM (Arzneistof f ) 

I.I- = x 100 

CPM (Vergleich) 

35 

(2) Die Messung wird mit einem ScintillationszSher durchge- 
fiihrt 
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1 (b) Cyto toxizi tatstest 
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Balb/'C-Mausen wird intraperitoneal 15 mg Eisenin verab- 
reicht. Einer Kontrollgruppe wird Starke gegeben. Die 
verwendete Zielzelle ist BV7 5174 (Thymoma der AKR-Maus) . 
Milzzellen und intraperitoneale Zellen werden in anhaftende 
bzw. nicht anhaftende Zellen unterteilt und die Cyto- 
toxizitat wird in jedem Fall gemessen. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle III zusammengef aBt . 

Tabelle III 
Cytotoxizitatstest 



15 



20 



Milzzellen 
Gesamt 

nicht anhaftende Zellen 
(Naturliche .Killer) 
anhaftende Zellen (MakrophageA) 



Eisenin 
verabreicht 



24% 

13% 
10% 



Vergleichs- 
gruppe 



23% 

15% 
10% 



25 



30 



Tntraperitowsale"" Zellen 
Gesamt 

Nicht anhaftende Zellen 
(naturliche Killer) 

anhaftende Zellen 
(Makrophagen) 



24% 
32% 
17% 



-8% 
2% 
«5% 



Bemerkungen: (1) Die prozentuale Cytotoxizitat in Tabelle III 

beruht auf folgender Gleichung: 



35 



Prozentuale 
Cytotoxizitat 



Testzahlung - geringste Zahlung 
Starkste Zahlung - geringste Zahlung 



x 100 



(2) Die Messungen werden nach dem 51 Cr-Freisetungsversuch 
durchgefuhrt. 
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(c) Akute Toxizitat 

9 Balb/C-Mausen mit einem durchschnittlichen Korpergewicht 
von 20 g wird Eisenin intraperitoneal gemafl Tabelle IV ver- 
abreicht. 



Tabelle IV 
Akute Toxizitat 





Zahl der 
toten Tiere ' 


Eisenin- 
Dosierung 
(g/kg) . 


6 


7/9 


3 


1/9 



Bei der Zusamxnenf assung der Ergebnisse der vorstehend be- 
schriebenen Versuche zeigt sich aus den Tabellen I und II im 
Fall von isologen allogenen Tumoren, wie Colon 26 bei 
Balb/C-Mausen ein deutlicher Unterschied zwischen der mit 
Eisenin behandelten und der nicht behandelten Gruppe. Eine 
Antitumorwirkung von Eisenin ist deutlich zu erkennen. Die 
Figuren 3 und 4 zeigen auch im Fall von nackten Mausen ohne 
T-Zellen, daB ahnliche Ergebnisse erhalten werden. Eine ahn- 
liche Antitumorwirkung wird auch im Fall von isologen xeno- 
genen Tumoren, wie Sarcoma 180 bei Balb/C-Mausen festge- 
stellt, wie in Figur 5 zu sehen ist. Andererseits kann aus 
den Ergebnissen der Priifung der verzogerten Hypersensibilitat 
bei Balb/C-Mausen gemaB Tabelle I kaum ein Unterschied zwi- 
schen den Durchschnittswerten der vier Gruppen von Kombina- 
tionen aus Gegenwart und Abwesenheit von Tumortransplanta- 
tion und Gegenwart und Abwesenheit einer Behandlung mit 
Eisenin festgestellt werden. Eisenin hat also keine Wirkung 
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1 auf die Aktivierung einer immunologischen Reaktion, an der 
T-Zellen teilnehmen. Aus den in Tabelle II enthaltenen Ergeb 
nissen der Sensibilitatspriif ung , bei der der Hemmindex in 
alien Fallen niedrig ist, was auf fehlende Hemmwirkung durch 

5 Eisenin hindeutet, kann erkannt werden, dafi Eisenin keine 
direkte Wirkung auf Tumorzellen hat- 

Bei den Ergeb.nissen der in Tabelle III dargestellten Cyto- 
toxizitatspriifung zeigt sich zwar kein nennenswerter Unter- 

10 schied im Fall von Milzzellen, jedoch ein deutlicher Unter- 
schied im Fall der interperitonealen Zellen. Dies erlaubt 
den SchluB f daB der durch Eisenin verursachte Iinmunitats- 
effekt hauptsachlich auf die Aktivierung der anhaftenden 
Zellen und der nicht anhaftenden Zellen in der Peritoneal- 

15 hohle zuruckzufiihren ist. Nach der Prufung der akuten Toxi- 
zitat liegt der LD 5Q -Wert von Eisenin bei etwa 5 g/kg, 
wahrend die wirksame Dosis aufgrund der vorstehenden Prii- 
fungen vermutlich bei etwa 15 mg pro 20 g liegt, bezogen 
auf das durchschnittliche Korpergewicht der in den Versuchen 

20 verwendeten Balb/C-Mause • Die Dosierung betragt somit etwa 
75* mg/kg und eine solche Dosis kann giinstigerweise mehrmals 
verabreicht werden- 
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(§4) Proteines llant le complexe lipopolysaccharidlque (LPS), et leurs utilisations. 

{57) Proteines liant le complexe lipopolysaccharidique des 
BacteYies et oligonucleotides codant pour ces proteines. 
Ces proteines peuvent etre utilisees dans le tnaitement 
d'affections liees au complexe lipopolysaccharidique et en 
particulier pour trailer le choc septique. El les peuvent Stre 
a us si mises en oeuvre pour efiminer le complexe de prepa- 
rations contenant ce dernier. 



CM 
CM 



^NSOOCIO: <FR ?75>1032A1> 



2721032 



La presente invention a pour objet une proteine liant 
le complexe lipopolysaccharidique (LPS). 

Elle est en outre relative aux applications cie cette 
proteine, en particulier dans une plante transgenique 
5 exprimant cette proteine. 

Les attaques mecaniques, par exemple des insectes 
phytopathogenes , et les infections par les champignons, les 
bacteries et les virus induisent dans les tissus des plantes 
atteintes la synthese de proteines appelees "Pathogenis 
10 related protein" {proteines PR) . 

Les /3- 1,3 glucanases sont parmi les plus connues et les 
mieux etudiees de ces proteines PR. Cette observation et le 
fait que les /3-l,3 glucanes constituent les compos ants 
ma joritaires des parois des cellules fongiques ont conduit a 
15 emettre l'hypothese d'une implication des /3-l,3 glucanases 
dans les defenses moleculaires des plantes. 

Plusieurs auteurs ont suggere que de tels enzymes 
constituaient des facteurs de resistance aux maladies et 
agissaient en attaquant les parois cellulaires des champignons 
20 pathogenes induisant ainsi la lyse ou des effets inhibiteurs. 

Si le mecanisme theorique de certaines /3-1, 3 glucanases 
a ete etudie, aucune application pratique de ce type d f enzyme 
n'a jusqu f a present ete proposee. 

Ainsi, a la connaissance du demandeur, aucune plante 
25 transgenique codant pour des /3-l,3 glucanases exogenes n'a et - 
decrite dans l'etat de la technique. 

On notera que si la presence de /3-l,3 glucanase a ete 
remarquee dans des plantes et des bacteries, aucune 0-1,3- 
glucanase, ni 0-1,3-1,4 glucanase, n'est a la connaissanc du 
30 demandeur, synthetisee chez les animaux. 

Chez I'homme et chez certains animaux, les infections 
par des bacteries gram-negatives peuvent provoquer de graves 
modifications pathologiques liees au choc septique. Par 
exemple, aux Etats-Unis le choc septique est responsable de 
35 100.000 morts environ par an. 



2 



2721032 



A la connaissance des demandeurs , aucun medicament 
efficace n'est actuellement disponible contre de telles 
affections . 

Des proteines d'un arthropede marin (Xiphosma) appele 
communement crabe des Moluques (Horseshoe crab en anglais) ont 
ete proposees comme medicaments. 

Les hemocytes de ces crustaces etaient connus pour 
agreger les endotoxines bacteriennes, 

AKETAGAWA et al . ont mis en evidence en 1986, (The 
Journal of Biological Chemistry, 261, n*16, 7357-7365), la 
structure d'une proteine de l'espece japonaise (Tachypleus 
tridentatus) presentant une activite anti- 

lipopolysaccharidique . Le sequengage d'une proteine, 
presentant une identite de sequence de 83% avec la precedente, 
a ete effectue a partir de l'espece americaine (Limulus 
Polyphemus) par Muta et al . (J. Biochem. 101, 1321-1330, 
1987) . 

Dans la demande internationale PCT/JP 88/0082 3, une 
proteine ayant une forte affinite pour le complex 
lipopolysaccharidique est en outre decrite, ainsi que son 
utilisation pour eliminer les endotoxines bacteriennes et 
comme agent therapeutique contre les infections bacterienn s. 

Neanmoins, ces proteines presentent l'inconv'ni nt 
notable d'etre issues d'organismes tres eloignes d s 
mammiferes et en particulier de l'homme. 

II est done necessaire de trouver de nouvelles 
molecules permettant de prevenir et de combattre de mani^re 
efficace le choc septique du aux infections, notamment par des 
bacteries gram-negatives. 

Le complexe lipopolysaccharidique (LPS) des bacteries 
gram-negatives peut d' autre part constituer un contaminant de 
divers fluides tant biologiques que synthetiques , et n 
particulier des liquides injectables dans le corps humain. 

Les molecules connues pour lier le complexe 
lipopolysaccharidique (LPS), appelees LPSBP (en anglais LPS 
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binding protein) , et mentionnees ci-dessus pour leur ef fet 
therapeutique ont deja ete proposees pour 1 * elimination du LPS 
de preparations ou elles pourraient etre presentes. 

Neanmoins, il est necessaire de trouver des molecules 
presentant une plus grande specif icite et une plus grande 
sensibilite pour leurs liaisons vis-a-vis du compl xe 
lipopolysaccharidique . 

Le demandeur s'est done attache a trouver un moy n 
permettant d 1 une part de combattre le choc septique chez les 
manuniferes et en particulier chez I'homme et d ' autre part de 
combattre les bacteries phytopathogenes . 

Le demandeur a mis en evidence que le ver a soi de 
l'espece Bombyx mori produit une proteine repondant a ces deux 
exigences . 

II a ainsi mis en evidence que cette proteine permet de 
combattre le choc septique induit par la presence de complexe 
lipopolysaccharidique (LPS) et d 1 autre part d'eliminer ce 
complexe des preparations des tinees a etre in jectees en 
particulier a I'homme. 

II a aussi montre que 1 1 integration dans le genome d s 
plantes d'un gene codant pour cette proteine permet de 
combattre les infections fongiques phytopathogenes* 

La presente invention a pour objet une proteine 
caracterisee en ce qu'elle comprend en totalite ou en partie 
la sequence SEQ ID N*l suivante: 

Arg lie Ser Val Gin Asp Val Pro Lys Met Thr Leu Phe Ala Phe 
Gin Gly Asn Leu. 

Elle est en outre relative a une proteine caracterisee 
en ce qu'elle comprend en partie ou en totalite la sequenc 
SEQ ID N*2 suivante: 

Phe His Thr Tyr Ser Val Gin Trp Thr Pro Asp Phe lie Ala Leu 
Ser Val Asp Gly. 

De telles proteines presentent avantageusement un poids 
moleculaire de l'ordre de 50 kD. Elles comprennent 
, pref erentiellement la sequence SEQ ID N"3 ou une partie d la 
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sequence SEQ ID N*3 suivante : 
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Les dites proteines peuvent aussi presenter la sequenc 
ID N*5 ou une partie de la SEQ ID N # 5 suivante: 
35 Met Gly Gly Arg Val Leu Cys Leu He Leu Phe lie Lys lie Ser 
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Tyr Ala Gin Met Pro Asp Val Lys He Gin Ala Phe Arg Pro Lys 
Gly Leu Arg II Ser Val Gin Asp Val Pro Lys Met Thr Leu Phe 
Ala Phe Gin Gly Asn Leu Asn His Lys Leu Asp Ser Thr Ser Val 
Gly Thr Leu Ser Ala Glu Val Leu Asp Pro Val Asn Gly Arg Trp 
Val Tyr Glu Glu Pro Asp Leu Lys Leu Lys Val Lys Asp Val Val 
Tyr Tyr Asn Ala Val Phe Ser He Asn Lys Lys He Tyr Glu Lys 
Thr Asn Gin Gin Phe Thr Val Thr Glu Leu Glu Asp Pro Asn Ala 
Ser Thr Asp Ser Gin Lys Pro Glu Cys Lys Pro Thr Lys Thr Arg 
Val Arg Gly Gly Lys Ala Cys Ala Gly Gin Thr He Phe Glu Glu 
Gin Phe Asp Ser Leu Asp Glu Asn Val Trp Gin lie Glu Gin Tyr 
lie Pro He Tyr His Pro Glu Tyr Pro Phe Val Ser Tyr Gin Arg 
Asn Asn Leu Thr Val Ser Thr Ala Asp Gly Asn Leu His lie Asn 
Ala Lys Leu Gin Gin His Met Pro Gly Phe Leu Asp Asp Ser lie 
Tyr Ser Gly Thr Leu Asn Leu Phe Ser Gly Cys Thr Ser Ser Ala 
Glu Ala Cys He Lys Gin Ala Ser Gly Ala Asp He Leu Pro Pro 
lie Val Ser Gly Arg lie Thr Ser lie Gly Phe Ala Phe Thr Tyr 
Gly Thr Val Glu lie Arg Ala Lys Leu Pro Gin Gly Asp Trp Leu 
Tyr Pro Glu lie Leu Leu Glu Pro Phe Leu Lys Lys Tyr Gly Ser 
Met Asn Tyr Ala Ser Gly Val Val Lys He Ala Cys Ala Arg Gly 
Asn Ala Glu Leu Tyr Ser Gly Pro Asn Asp Tyr Ser Asn Thr Val 
Leu Tyr Gly Gly Pro lie Met Asp Leu Glu Cys Arg Glu Asn Ph 
Leu Ser Thr Lys Arg Arg Arg Asp Gly Thr Ser Trp Gly Asp S r 
Phe His Thr Tyr Ser Val Gin Trp Thr Pro Asp Phe lie Ala Leu 
Ser Val Asp Gly Glu Glu Trp Ala Arg Val Glu Ala Pro Arg Asp 
Ala Leu Pro Ala Val Cys Ala His Ala Pro Arg His Leu Leu Gin 
Ala Gly Ser Gin Met Ala Pro Phe Asp Asp His Phe Tyr lie Thr 
Leu Gly Val Ala Ala Gly Gly lie Thr Glu Phe Arg Asp Gly Ser 
lie Thr Ser Gly Gly Val Thr Lys Pro Trp Ar$ Asp Ser Ala Arg 
Lys Ala Ser Val His Phe Trp Arg His Met Ser Asp Trp Phe Pro 
Arg Trp Ser Gin Pro Ser Leu lie Val Asp Phe Val Lys Val lie 
Ala Leu 

Cette derniere proteine presente avantageusement une 
glycosylation, en particulier en position 182 de sa sequence 
d ' acides amines . 

On not era que la presente inv ntion concerne non 
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seulement les proteines dont la sequence est indiquee ci- 
dessus mais aussi leurs fragments ainsi que tous les variants 
de ces proteines qui consisteraient en des modifications dans 
la structure ne modifiant pas la fonction de ces proteines, 
5 que ce soit en particulier une fonction de protection des 
plantes contre les phytopathogenes , de traitement de choc 
septique ou de liaison du LPS. 

Notamment, de tels variants peuvent consister en d s 
substitutions d'un acide amine par un autre acide amin' 

10 presentant une formule differente mais une fonction 
sensiblement identique . 

L'ouvrage de Lehninger (Biochimie, Bases moleculair s 
de la structure et des fonctions cellulaires, seconde edition 
1979, Flammarion Medecine Science Ed.) precise que les vingt 

15 acides amines les plus frequemment rencontres peuvent etre 
subdivises en quatre groupes , en fonction de leurs structur s 
chimiques . On notera que selon la presente invention, la 
substitution d'un acide amine d'une des proteines decrites ci- 
dessus par un autre acide amine appartenant au meme groupe 

20 n'introduit pas un changement fonctionnel dans la structure de 
la proteine, et que les proteines dans lesquelles il existe 
une simple substitution de ce type, appelee aussi substitution 
conservative, rentrent dans le cadre de la presente invention. 

Ceci n'implique pas pour autant que des substitutions 

25 d'un acide amine d'un groupe donne par un autre acide amine 
appartenant a un autre groupe aient pour effet d'ecarter de 
telles proteines modif iees du cadre de la presente invention. 
En effet, la presente invention concetne toute molecule 
presentant une structure similaire et dont la fonction telle 

30 que definie ci-dessus est conservee. 

La presente invention est en outre relative ads 
oligonucleotides, et en particulier des molecules d • ADN codant 
au moins pour l'une des proteines ou l'un de ses fragments 
decrits ci-dessus, et est relative en particulier a la 

35 molecule d 1 ADN comprenant la sequence SEQ ID N*4 suivante: 



«NSDOCID:<FR ?721032A1> 
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GAGGATCCGG GTACC ATG GGT GGA CGC GTG TTG TGT CTG ATT TTA TTT 
ATA AAA ATA TCG TAC GCT CAA ATG CCC GAT GTG AAA ATA CAA GCT 
TTT CGC CCG AAA GGA CTT CGA ATA TCC GTT CAA GAT GTC CCC AAA 
ATG ACA CTG TTC GCG TTC CAA GGC AAC TTG AAC CAT AAA CTG GAC 
AGC ACC AGC GTC GGG ACA CTG AGT GCA GAG GTA CTG GAT CCA GTC 
AAC GGC CGA TGG GTG TAC GAA GAG CCC GAT CTT AAA CTA AAA GTC 
AAG GAC GTC GTC TAT TAT AAC GCG GTC TTC TCA ATC AAC AAG AAA 
ATA TAC GAG AAA ACA AAC CAA CAG TTC ACC GTA ACA GAG CTA GAA 
GAT CCT AAT GCA AGC ACA GAT TCT CAG, AAA CCA GAA TGT AAG CCA 
ACA AAG ACG AGA GTG CGA GGC GGC AAA GCG TGT GCC GGA CAA ACA 
ATA TTC GAG GAG CAA TTT GAT TCC CTG GAC GAA AAC GTT TGG CAA 
ATC GAG CAG TAT ATA CCG ATT TAT CAC CCC GAA TAC CCC TTC GTG 
TCC TAC CAG CGT AAT AAT TTA ACA GTA TCT ACC GCA GAT GGA AAC 
CTA CAT ATT AAC GCC AAA CTT CAA CAA CAT ATG CCC GGC TTT CTG 
GAC GAC TCT ATA TAT TCT GGC ACA CTT AAT TTG TTC AGT GGG TGT 
ACT TCG TCA GCA GAG GCA TGC ATC AAA CAG GCT TCC GGT GCT GAT 
ATT CTA CCA CCA ATC GTC AGC GGC AGA ATC ACA TCA ATA GGA TTT 
GCA TTT ACG TAC GGA ACA GTC GAA ATC AGA GCG AAA TTA CCG CAA 
GGG GAC TGG CTG TAT CCG GAA ATT CTA TTG GAG CCG TTC TTA AAG 
AAG TAT GGA AGT ATG AAT TAT GCG TCC GGC GTA GTG AAG ATA GCG 
TGT GCG CGC GGT AAT GCA GAA CTC TAT TCC GGA CCT AAT GAC TAC 
AGC AAT ACG GTT TTG TAC GGA GGA CCG ATC ATG GAT CTG GAG TGC 
CGC GAG AAC TTT CTC TCC ACA AAA AGA CGC AGA GAC GGC ACG TCG 
TGG GGC GAC AGT TTT CAT ACA TAT TCC GTT CAA TGG ACA CCT GAT 
TTC ATA GCC CTG TCT GTG GAC GGC GAG GAG TGG GCG CGA GTG GAG 
GCG CCG CGG GAC GCC CTG CCG GCT GTC TGC GCG CAC GCC CCG CGG 
CAC CTG CTG CAG GCC GGC TCG CAG ATG GCG CCA TTC GAT GAC CAC 
TTC TAC ATA ACG CTA GGC GTG GCG GCA GGA GGC ATA ACG GAG TTC 
CGC GAC GGG TCT ATA ACC TCC GGG GGA GTC ACC AAG CCC TGG AGA 
GAC AGC GCT CGG AAG GCA TCC GTA CAT TTC TGG CGG CAC ATG TCC 
GAT TGG TTC CCA CGG TGG AGT CAG CCA TCT TTA ATC GTG GAC TTT 
GTC AAA GTT ATC GCC TTA TGATCTAGTC ATTTAGATTT TGTATAATTA 
AGTTATTAGT ATAGTTTCTG CAGGCAAAAT TAATTGCATT CTGAGTTTTT 
ATTGTC A AAC TACAATTTAA AATTTAATTC CTAAAAGATC TC TC TTC TTT 
-CTAAATCTGT A ATTT AGC T A ATTTTATTTG T ATC ATTTTC TTTTTTTAAA 
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TTTTGATAGA GCGGCGAATG ACTAGAAGAT GTGATCTGCG AAAATAAAAC 
TAAGTGACAT GCATGCAAAG GCATACACAC AAC AG AGTTT TGCATTATTA 
TTACCTTTCT TGAGCGAGAT GAGGACTACT GACGTGACCT GGAGTGATAT 
TTTGGAGCAA GCCTAAGACA GGGTCAAGTG GAGACAGCTC TAAGGCCCCT 
ATGTACCGGC GGGGTGTCTT AGGGCTGCAA TAACAACATT AC CTTTCTTA 
ACCAAACAGC GATATTATCT GTAATATTAT AGTTAGAAAG CCTGCATCTT 
ATACTCTTAT TGACACACGT ACCTGGATGA TTTTAACGAT GAAGAAATAA 
CATCGTGTAA AAAATTTAGC TGGAAAAGAT TTTGAGGAAT CAAGAAATAC 
CCTATGAACC AGCACAGGTA CGTGTCACCA CTCTGGCTAA TTCTGCCACG 
TTGCGGTTGG TTTGAAGTTT GAGACAACCT TTGCACGATA CAATTGAGAC 
TAAGACCTCA TGGCTCGGAG TGAGTGGAGT CATTCAAGTT GCGACTGGCT 
CCAGTAACCA CTTATAACCA GGTAGATCGT GAGCCTATCA GCTCATTTAG 
AGCAACAAAA AACAAAATAA TGTACTCTTG AAA AAATC AT TTTAATAAAA 
GACCAGAGTG AAAAAAAAAA AAAAA 

La presente invention a de plus pour objet des cellules 
eucaryotes ou procaryotes exprimant une des proteines decrites 
ci-dessus ou un de leurs fragments, ou portant au moins une 
partie d'un oligonucleotide mentionne ci-dessus. 

L'une des cellules est avantageusement une cellule 
bacterienne ou une cellule vegetale, par exemple issue d'une 
plante appartenant a la famille de la vigne, du tabac, de la 
tomate ou de la pomme de terre . 

Un autre objet de la presente invention est un procede 
d'obtention d'une des proteines decrites ci-dessus ou d'un d 
leurs fragments f caracterise en ce qu'un oligonucleotide , tel 
qu'un de ceux mentionnes ci-dessus, est exprime dans un 
cellule procaryote ou eucaryote adaptee. 

Les proteines, objets de la presente invention p uvent 
neanmoins etre obtenues par toute autre methode a la 
disposition de 1 ' homme du metier, telle que la synthase 
chimique, et en particulier celles repertoriees dans le manuel 
general: "Molecular cloning: A Laboratory manual" (Sambrook et 
al, 1989, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, NY, 
2eme edition) et dans ses renditions recentes . 

De maniere general , 1 ' homme du metier se refer ra 
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aussi a ce manuel pour la mise en oeuvre de la presente 
invention. 

Outre les objets mentionnes ci-dessus, la presente 
invention est relative a un medicament contenant une des 
proteines decrites ci-dessus ou un de leurs fragments et 
1 'utilisation d'une telle proteine pour la fabrication d'un 
medicament pour le traitement des affections liees au complexe 
lipopolysaccharidique, et en particulier pour traiter le choc 
septique . 

On notera que la distance genetique entre les 
mammiferes et le ver a soie est plus faible que celle entre 
les mammiferes et les Xiphosma. Les proteines objets de la 
presente invention, qui sont derivees d'une proteine du ver a 
soie seront done mieux acceptees par les mammiferes, et en 
particulier l'homme, que les proteines extraites de Limulus, 
ou, d'especes voisines, dont 1 ' utilisation est proposee dans 
PCT/JP88/00823 . 

L'administration des proteines selon 1' invention pourra 
se faire par toute methode appropriee, pref erentiellement par 
injection afin de combattre rapidement les effets du choc 
septique . 

Un autre objet de la presente invention est un procede 
d ' elimination du complexe lipopolysaccharidique de 
preparations contenant ce dernier, ledit procede consistant a 
lier ledit complexe a une des proteines decrites ci-dessus ou 
a un de leurs fragments. 

Un tel procede peut notamment etre mis en oeuvre en 
fixant sur un support la proteine liant ledit complexe. 

La presente invention a encore pour objet une plante 
portant au moins un gene codant pour une proteine exog^ne 
ayant une activite 0-1,3 glucanase. 

Une telle proteine est avantageusement une des 
proteines definies ci-dessus ou un de ses fragments. Le gene 
porte par la plante peut quant a lui comprendre au moins une 
partie d'un ADN defini ci-dessus. 
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Une telle plante appartient die maniere preferential le a 
la famille de la vigne, du tabac, de la tomate ou de la pomme 
de terre. 

Enfin, la presente invention est relativ a 
1 'utilisation de fragments des oligonucleotides decrits ci- 
dessus pour 1 • amplification genique. Une telle amplification 
peut etre mise en oeuvre selon la methode decrite dans la 
demande FR-92 . 13 . 562 . 

La presente invention est illustree sans pour autant 
etre limitee par les exemples qui suivent et en reference aux 
dessins annexes dans lesquels : 

La figure 1A represente un gel SDS-PAGE d' extra! ts d 
bacteries gram-negatives. Le puits 1 correspond a un melange 
de marqueurs proteiques (phosphorylase b, 92 kD; serum 
albumine bovine 66,2 kD; ovalbumine 43 kD; anhydrase 
carbonique 30 kD) . Le puits 2 est un temoin du test de liaison 
effectue sans hemolymphe (bacteries seules) . Le puits 3 est un 
test de liaison effectue avec de 1 ' hemolymphe immune 
(immunisation par injection de E. cloacae). Le puits 4 
correspond a un test de liaison effectue avec de 1 ■ hemolymph 
immune, 1 ' immunisation ayant ete effectuee par abrasion 
procuticulaire et application topique de E. cloacae. 

La figure IB est une cartographie peptidique eff ctuee 
en CHLP a la suite de la digestion in situ de la proteine P-SO 
par 1 ' endopeptidase Lys-C. Les pics peptidiques indiques par 
les fleches noires et blanches ont ete soumis a une analys de 
leur sequence en acides amines . 

La figure 2 illustre un test de liaison effectu' en 
utilisant de l'hemolymphe non-immune (puits 3) ou de 
1' hemolymphe immune (puits 1, 2, 4, 5 et 6). Les temps 
d'incubation du test de liaison sont d ' une minute (puits 1); 
de 2,5 minutes (puits 2 et 3), de 5 minutes (puits 4), de 15 
minutes (puits 5), et de 30 minutes (puits 6). Le puits 7 
correspond a des marqueurs de poids moleculaire dont les 
tailles sont indiquees en kD. 
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La figure 3A illustre la position des deux paires 
d'amorces degenerees (PI et P3 pour le brin sens et P2 et P4 
pour le brin anti-sens). 

La figure 3B represente 1' analyse des produits MOPAC 
sur un gel d* agarose a 2%. Le puits 1 correspond a un aliquote 
de 10 ^1 du produit MOPAC obtenu en utilisant PI et P4 • L 
puits 2 correspond a un aliquote de lOyl du produit MOPAC 
obtenu en utilisant P3 et P2 . Le puits 3 correspond au 
marqueur de poids moleculaire (100 pb Ladder Pharmacia). La 
fleche indique la position du produit de 160 paires de base. 

La figure 4 represente une carte de restriction 
utilisee pour l'analyse du cDNA P-50 lambdaBPSOOl . La region 
de la proteine codante est indiquee en blanc. 

La figure 5 illustre l'analyse de 1 ' hydropathie de la 
proteine P-50. Les numeros des residus aminoacides sont 
indiques sur la ligne horizontale tandis que 1 1 hydrophobic et 
1 • hydrophilie sont indiquees respectivement au-dessus et en- 
dessous de la ligne horizontale. 

La figure 6 illustre les similarites et les identities 
de sequences entre la P-50 et diverses glucanases . 

La signification des abreviations est comme suit : Bci : 
/J-1,3 glucanase de Bacillus circulans , Fsu:/J-1 , 3-1/4 
glucanase de Fibrobacter succinogenes ; Cth: 0-1,3-1/4 
glucanase de Clostridium thermocellum ; Bsu : £-1/3-1,4 
glucanase de Bacillus subtilis ; Bam:/3-l , 3-1 ,4 glucanase d 
Bacillus amylof iquef aciens ; Bma: /3-l,3-l,4 glucanas d 
Bacillus macerans ; Bli: /3-l,3-l,4 glucanase de Bacillus 
lichenif ormis . 

La figure 7 illustre les similarites et les identites 
de sequences entre P-50 et les domaines de liaison du LPS d s 
proteines LBP et BPI humaines, telles que decrites par 
SCHUMANN et al . (1990, Science, 249, 1429) et HOESS et al • 
(1993, EMBO J., 12, N'9, 3351-3356). 

Dans ces deux dernieres figures les similarites et les 
identites entre les acides amines sont indiquees par des 
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cadres. Les acides amines identiques sont quant a eux indiques 
par des points. Les nombres indiques sur la gauche s referent 
a la position du residu dans chaque proteine. 

La figure 8 est une photographie d'un gel SDS-PAGE 
fluorographic de produits de traduction d • ARN messagers codant 
pour la proteine P-SO (puits 1). Le puits 2 correspond a un 
temoin sans ARN messagers. Les poids moleculaires de reference 
sont indiques sur la droite de la figure. 

La figure 9A est un autoradiogramme d f un transfert 
d'ARN messagers hybrides avec le fragment Pst I/EcoRI de 
lambdaBPSOOl (1,2 kb) . 

Les puits 1,3 et 5 correspondent a 1 1 ARN total extrait 
de corps gras de larves et les puits 2,4 et 6 correspondent a 
1 ' ARN total extrait de cellules epidermiques , avant abrasion 
procuticulaire (puits 1 et 2) et six heures apres 1 'abrasion 
en presence de bacteries (puits 3 et 4 ) ou six heures apres 
l'abrasion sans bacteries (puits 5 et 6 ) . 

La taille de marqueur de poids moleculaire est indiquee 
sur la gauche de 1 ' autoradiogramme . 

La figure 9B represente le mime transfert deshybride 
puis rehybride avec une sonde correspondant a l'ADN 
complementaire de l'a-tubuline (fleche blanche) et avec un 
sonde correspondant au gene de la cecropine B2 (fleche noir ). 
EXEMPLE 1 : 

Determination de la sequence de la proteine P-5Q 
A) MATERIELS ET METHODES 

1. Reactifs chimiques et instruments 

Les reactifs ont ete fournis • par Bio-Rad Labs 
(Richmond, CA) pour 1 1 acrylamide , la N,N'- 

methylenebisacrylamide, le persulfate d 1 ammonium, le 
N,N,N' ,N' - tetramethyl ethyl enedi amine , le Tris, la glycine et 
le Bleu de Bromophenol, par Wako Pure Chemical Industries Ltd. 
(Tokyo, Japon) pour le 2-mercaptoethanol , par Scharz/Mann 
Biotech (Cleveland, OH) pour la tricine, par Fluka Biochemika 
(Buchs, Allemagne), pour le sulfate de dodecyle sodique, par 
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Perkin-Elmer Cetus pour la polymerase de Thermus aquaticus, 
par Sigma (St, Louis MO) pour Ponceau S, par Boehringer pour 
1 f endopeptidase Lys-C, par Amersham pour le systeme ECL, par 
BRL pour la transcriptase inverse du MuLV, par Stratagene pour 
la trousse de clonage par PCR, par Amersham pour le systeme de 
marquage de l'ADN Mega Prime, par Stratagene pour le kit de 
transcription des ARN, par Pharmacia pour le kit de sequengage 
T7, par Promega pour la trousse de sequengage Taq Track, par 
Pharmacia-LKB (Uppsala, Suede) pour le melange de marqueurs de 
poids moleculaire, et par Applied Biosystems (Foster City, 
CA) , pour la membrane a haute capacite Milli-ProBlott PVDF« 

Tous les autres produits chimiques sont des produits 
commerciaux de grande qualite. 

2. Orqanismes, cellules, immunisation et recuperation 
de l'hemolvmphe 

Les vers a soie Bombyx mori (Asahi x Tokai) ont ete 
fournis par Toyo Sangyo Consulting, Inc., Tokyo, Japon. 

lis ont ete cultives sur un milieu artificiel (poudre 
de murier) , a 23*C avec une photoperiode de 14 heures . 

Des larves au cinquieme stade de la mue sont cultivees 
jusqu'au Seme jour de ce stade et immunisees par injection d 
10 fjl d 1 Enterobacter cloacae (souche 57-9, T Collection de 
l'Institut Pasteur) en fin de phase de croissanc 
logarithmique . Les larves sont alors conservees 24 heures en 
presence de nourriture puis l'hemolymphe est recuperee. 

L ' immunisation par abrasion cuticulaire et application 
de bacteries est effectuee comme decrite par Brey et al. 
(1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.90. 6275^6279). 

Pour certaines experimentations, les vers a soie sont 
aussi cultives dans des conditions axeniques (Brey et al . , 
1993, precedemment cites). 

L ' hemolyfnphe est recuperee en effectuant une incision 
du corps des larves dans des tubes contenant quelques cristaux 
de phenyl thiouree puis est centrifugee a 4000 g durant 10 
minutes a 4*C. 
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Le surnageant, constitue du plasma de 1 ' hemolymphe , est 
utilise immediatement ou stocke a - 80*C. 

3. Test de liaison des bacteries in vitro 

Le test de liaison in vitro bacterie-plasma de 
I'hemolymphe a ete effectue de maniere subs tantielle comme 
decrit par Sun et al • (1990, Science, 250: 1729-1732). 

10 ml de bacteries gram-negatives E. cloacae ou gram- 
positive Bacillus lichenif ormis en fin de phase de croissance 
logarithmique sont centr i f ugees , lavees et finalement 
resuspendues dans 200pl de Tris-HCl, 10 mM, pH 8 selon Sun t 
al.(1990, precedemment cites). 

La suspension bacterienne est ajoutee a 1 ml de plasma 
d' hemolymphe immune et incubee a temperature ambiante avec une 
agitation moderee durant des periodes donnees . 

Le melange est centrifuge durant 2 minutes a 10.000 g, 
a 4'C, et le surnageant est elimine avant d'effectuer un autre 
test de liaison, 

Le culot est lave success ivement avec 200 a/1 d'une 
solution de NaCl dans laquelle la concentration en NaCl est 
augmentee de maniere arithmetique apres chaque lavage (0,1; 
0/2; 0,3; 0,4 et 0,5 M en NaCl) ou lave deux fois dans SOO jil 
d'une solution de NaCl 0,5 M et finalement elue avec 200 Ail 
d'une solution comprenant 0,5 M de NaCl et 0,1 M d* acetate 
d' ammonium, pH 4,0. 

L'eluant est utilise pour effectuer un gel SDS/PAGE. 

4. Electrophorese et immobilisation des proteines 

L' electrophorese sur le gel SDS-Polyacrylamide est 
effectuee par la methode de Laemmli (1970/ Nature 227:680) en 
utilisant un appareillage d ' electrophorese BioRad 
miniproteane . 

Le sequen^age de l'extremite N-terminale de la proteine 
intacte ainsi que des fragments peptidiques obtenus par 
clivage enzymatique in situ a ete effectue a l'aide du g 1 
Tricine SDS-PAGE (Ploug, 1989, Anal. Biochem. 181: 33-39). 

Les proteines separees par electrophorese sont 
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transferees sur une membrane mini-Problott PVDF s Ion les 
instructions du fabricant. 

5. Clivaqe enzymatigue in situ et cartoqraphie 

peptidique des sequences internes 

Apres electrophorese, le gel est fixe dans une solution 
contenant 50% de methanol et 10% d'acide acetique et teint par 
du noir amide durant 2 minutes . 

Les bandes proteiques sont coupees et lavees dans de 
l'eau de qualite Milli Q puis remises dans le meme tube et 
deshydratees a l'aide d'un Speed-Vac. 

La digestion par 1 1 Endopeptidase Lys-C (concentration 
finale: 2 ^g/ml) est effectuee dans 300 jil de Tris-HCl, 0,1 M, 
pH 8,8, contenant 0,03% de SDS a 30*C durant 18 heures, 

Apres digestion, le milieu total de reaction est 
centrifuge et le surnageant est immediatement injecte sur une 
colonne de Chromatographie Liquide Haute Pression (CLHP) 
(Vydac, 2,1 x 250 mm). Les fragments peptidiques sont separes 
sur un gradient lineaire d * acetoni trile (0-55%) contenant 0,1% 
d'acide tri f luoroacetique durant plus de 60 minutes • 

Un flux de 200 jil/min. est applique et 1 1 absorbance est 
mesuree a 214 et 280 nm. Chaque pic est recupere manuellement 
et stocke a -20*C pour une analyse ulterieure. 

6. Analyse des sequences en acides amines 

La proteine intacte immobilisee sur la membrane de PVDF 
ou les peptides issus de la digestion enzymatique sont separes 
par CHLP et sont ensuite soumis a un sequengage automatique. 

La degradation d 1 Edman automatique est effectuee sur un 
microsequenceur a phase gazeuse 477A (Applied Biosystems ) , 
connecte a un analyseur a phenyl thiohydantoxne (modele 120A) . 

7. Analyse des ADN complementaires ob tenus par 
amplification dans un melange d * oliao-nu cleotides 
(analyse MOP AC) . 

Toutes les manipulations d 1 ADN et d'ARN ont ete 
effectuees en utilisant des techniques standard decrites par 
Sambrook et al . , (1989, Molecular Cloning: A Laboratory 
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Manual, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, NY, 2nd 
Ed. ) • 

Deux paires d' amorces ont ete synthetisees: PI (brin 
sens) presentant la sequence suivante: 
5 PI :5 ' - AA ( A , G ) ATGAC ( A , C , G , T ) ( C , T) T ( A , C , G, T) TT ( T, C ) GC ( A ,C , G , T) 

TT-3 

et P2 qui est 1 'anti-sens de PI: 

Ces deux sequences comprennent des sequences internes 
complementaires de tous les codons possibles pour la sequenc 
10 d 'acides amines Lys-Met-Thr-Leu-Phe-Ala-Phe . 

Deux autres amorces P3 (brin sens) et P4 (brin anti- 
sens) ont d* autre part ete synthetisees. P3 presente la 
sequence suivante: 

P3;5 ' -GT(A,C,G,T)TA(T,C)TA(T,C) AA ( T, C ) GC ( A , C , G , T) GT( A , C ,G , T) 
15 TT-3 1 

P3 et P4 comprennent des sequences correspondant a 
toutes les possibilites de codons pour la sequence peptidiqu 
Val-Tyr-Tyr-Asn-Ala-Val-Phe . 

Pour la preparation de l'ARN matrice, une larve de ver 
20 a soie au 5eme stade (jour 5) a ete immunisee avec 10 pi d f une 
solution du complexe lipopolysaccharidique (2 mg/ml). 

Apres 6 heures le corps gras est recupere et l'ARN 
total est extrait conune decrit par Auffray et Rougeon (1980, 
Eur. J. Biochem. 107: 303-314). 
25 L'ADN complementaire simple brin est synthetise a 

partir de l'ARN total en utilisant les amorces anti-sens (P2 
ou P4) et la transcriptase inverse du MuLV (BRL) . 

L'ADN complementaire simple brin est amplifie avec 1 mM 
des oligonucleotides assembles en paires (PI et P4, ou P2 et 
30 P3) dans une solution contenant 10 mM de Tris-HCl, pH 8, SO mM 
KCl, 1,5 mM MgCl 2 # 200 yM dNTP et 2,5 unites de polymeras de 
Thermus aquaticus (Lee et al . 1988, Science 239: 1288-1291, et 
Lee et Caskey 1992, Methods in Enzymology 216: 69-72). 

La reaction de polymerisation en chaine (PCR) est 
35 ff ctuee en denaturant a une temperatur de 94 *C durant 30 
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secondes, un annelant a 52 "C durant 1 minute, puis en 
ffectuant 1' extension a 72 "C durant 2 minutes, durant 30 
cycles en utilisant le Tempcycler II, Model HOP (Coy Corp.). 

Les aliquotes des melanges amplifies sont analyses sur 
des gels d'agarose a 2%. Les bandes teintes a l'aide d 
bromure d'ethidium sont decoupees a partir du gel et 1 'ADN 
isole est clone dans le plasmide pCR-Script SK (+) en 
utilisant la trousse de clonage PGR commercialise par 
Stratagene . 

8 . Criblage des ADN complementaires 

Une librairie d 1 ADN complementaires obtenue a partir du 
corps gras de Bombyx mori auquel on a injecte 10 heures avant 
des bacteries E. cloacae tuees par la chaleur, est preparee n 
utilisant la trousse de synthese d'ADN complementaire lambda- 
gt-10 commercialisee par Amersham. 

Un produit de PCR d 1 une longueur de 160 paires de base 
obtenu par analyse MOPAC { combinaisons de PI et de P4) a ete 
marque au phosphore 32 par marquage aleatoire (Mega Prime DNA 
Labeling System, Amersham) et utilise afin de cribler la 
banque d'ADN complementaires. 

Environ 75.000 colonies ont ete etalees a une densite 
d' environ 2.500 colonies par boite de 90 mm de diametre et 
criblees en utilisant des filtres de Nylon (Amersham Hybond- 
N) • L'hybridation est effectuee en utilisant une solution 
comprenant 6 x SSC, 2 x solution de Denhardt, 0,1% SDS, 50% 
formamide et de 1 ' ADN de sperme de saumon sonique a 100 jL/g/ml • 
Elle est effectuee a 42 *C durant 14 heures avec une sond 
ayant une radioactivi te de 10 6 cpm/pl. ( 1 x SSC = 0,15M 
NaCl/O.OISM citrate de sodium, pH 7; solution de Denhardt 
0,02%, polyvinylpyrrolidone 0,02%, Ficoll 0,02%, serum 
albumine bovine) . 

Les filtres sont laves de maniere breve dans une 
solution contenant 2 x SSC, SDS 0,1% a temperature ambiante 
puis sont laves deux fois a 50"C dans une solution contenant 2 
x SSC, SDS 0,1% durant 1 heure et autoradiographies a -70*C n 
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utilisant des ecrans intensif iants • 

Les colonies sont hybridees avec la sond puis 
recriblees et selectionnees par sequengage. 

9. Sous-clonage et strategies de seguencage 

Un des clones lambda gt 10 positif contenant 2,3 kb a 
ete sous-clone dans des vecteurs pBluescript, 

Deux fragments de digestion Pst I, de 0,8 kb et 0/3 kb 
respectivement, ont ete a nouveau sous-clones dans des 
vecteurs pBluescript. Le fragment de 1,2 kb issu du sous- 
clonage initial a ete religature (figure 4). 

Le sequen?age des deux brins a ete effectue avec un 
amorce universelle M13, une amorce T3 et des amdrceurs 
synthetiques en utilisant le kit de sequengage T7 
commercialise par Pharmacia ou le kit de sequengage Taq Track 
commercialise par Promega . 

10. Analyse par la technique de transfer t de Northern 
L'ARN total a ete extrait a partir du corps gras ; et a 

partir des cellules epidermiques par precipitation direct 
dans une solution contenant LiCl 3M et de l'uree 6M (Auffray 
et Rougeon, 1980 precedemment cites). 

L'ARN est separe par electrophorese denaturante sur un 
gel d* agarose 1%-f ormaldehyde avec du tampon MOPS puis est 
trans fere sur des membranes de Nylon (Hybond-N, Amersham) . 

Le filtre est tout d ' abord hybride durant une nuit a 
42 *C avec de 1 • ADN complementaire digere par EcoRl/Pst 1 t 
est marque d'une maniere aleatoire par du phosphate 32 
(fragment correspondant aux sequences de lecture ouvertes du 
fragment de 1,2 kb codant la majorite de la sequence de la 
proteine P-50) dans une solution contenant: 50% de formamid , 
5 x SSC, 2x solution de Denhardt, 100 pg/ml d'ADN de sperme de 
saumon denature et 0,1% de SDS. 

Le filtre est ensuite lave de maniere breve avec une 
solution contenant 4 x SSC et 0,1% SDS a temperature ambiant , 
deux fois a 50 - C durant 20 minutes et finalement par une 
solution contenant 2 x SSC et 0,1% SDS durant 20 minutes a 
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50"C. 

Apres autoradiographie le filtre est deshybride selon 
les instructions du fabricant et rehybride avec la sonde 
Cecropin B24 de Bombyx mori (Taniai et al . 1992 , Biochem. 
Biophys. Acta, 1132: 203-206; Brey et al . 1993, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 90, 6275-6279) et la sonde d'a-tubuline comme 
temoin interne (Kalfayan et Winsink, 1981, Cell 24: 97-106). 

11. Transcription in vitro, traduction in vitro et 

f luoroaraphie 

La synthese d'ARN messagers synthetiques a ete 
effectuee en utilisant un pBluescript linearise contenant 
1 1 insert P-50 et une ARN polymerase ADN dependante code par 
la bacteriophage T7 polymerase et en utilisant la trousse de 
transcription d'ARN commercial isee par Stratagene. 

Le systeme de lysat de reticulocyte de lapin (Promega) 
a ete utilise pour la traduction d'ARN messagers synthetiques 
en utilisant de la methionine marquee au soufre ^^S. 

Les produits de traduction in vitro ont ete separes sur 
gel SDS-PAGE. Apres electrophorese le gel est traite avec 
En 3 Hance (DuPont) et fluorographic a -70*C. 

12. Analyse informatique des homologies de sequence 
Les logiciels FASTA, TFASTA et SwissProt ont ete 
utilises pour determiner les homologies de sequences entre la 
P-50 et d'autres proteines connues (Argos, 1990, Methods in 
Enzymol. 182: 751-776). 

Le logiciel DNA strider 1.1 a ete utilise pour 
1* analyse de 1 ' hydrophobic . 
B . RESULTATS 
1. Test de liaison 

Un test de liaison avec une bacterie gram-negative (E. 
cloacae) , ou gram-positive (B . 1 icheni f ormis ) , suivi par un 
lavage avec NaCl (temps d 1 incubation de 2,5 minutes) et une 
extraction acide a ete effectue afin de- purifier de maniere 
selective les proteines de l'hemolymphe ayant une af finite 
importante pour les surfaces bac teriennes . 
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Les essais de bacteries ont ete ensuite analyses sur 
gel SDS-PAGE. Le gel SDS-PAGE d'extraits de bacteries gram- 
negatives montre une bande predominante correspondant a une 
proteine de 50 kD (figure 1A) . 

En comparant la liaison des proteines d ' hemolymphe 
immune (figure 2, puits~~2) et d' hemolymphe non-immune (figur 
2, puits 3), on observe un accroissement significatif de la 
quantite de proteine de 50 kD (P-SO) dans I'hemolymphe immun . 

Quand on incube 1' hemolymphe immune avec la bacteri 
testee durant differents temps d* incubation (1, 2, 5, 5, 15 t 
30 minutes), la quantite de P-50 augmente avec le temps 
jusqu'a un temps d' incubation de 15 minutes et devient ainsi 
la proteine la plus abondante liee a la surface bacterienn 
(figure 2, colonnes 1, 2, 4, 5 et 6). 

Dans ce test de liaison in vitro (figure 2), les 
bacteries sont lavees deux fois avec une solution de 0/5 M de 
NaCl, au lieu d'effectuer des lavages successifs, en raison du 
nombre important d 1 echantillons . 

Apres la periode d' incubation de 10 minutes, le 
surnageant du test de liaison est reincube avec un nouveau lot 
de bacteries afin de determiner s'il reste de la P-SO dans le 
surnageant. Seulement des quantites non signi f icatives de P-SO 
peuvent etre detectees au cours de la seconde incubation de 10 
minutes. Ainsi, la P-50 est en grande partie eliminee de 
1» hemolymphe immune durant la premiere incubation de 10 
minutes . 

Un 0-1 , 3-glucane insoluble (curdlan) a ete mis en 
oeuvre dans d'autres tests de liaison * in vitro, a d s 
concentrations finales de 3 mg/ml d f hemolymphe immune. Apres 
une incubation de 10 minutes, le culot est lave deux fois av c 
une solution de NaCl 0,5 M et l'extrait acide est analyse sur 
SDS-PAGE. La P-50 est detectee, avec des protein s 
contaminantes mineures . 

2. Purification et sequencaae des acides amines 

Les prot'ines eluees lors du test de liaison sont 



21 



2721032 



separees sur Tricine-SDS-PAGE et la bande d proteine 
correspondant a un poids moleculaire de SO kD est soumise a 
une digestion par une proteinase in situ afin d'effectu r une 
analyse de la sequence en aminoacides interne, car la protein 
de 50 kD intacte n'est -pas sensible a la degradation d'Edman 
en raison de ses groupes a-amines bloques . 

Une serie de bandes correspondant a la P-50 (environ 15 
pg) est decoupee a partir du gel, deshydratee et digeree in 
situ en utilisant 1 1 endopeptidase Lys-C. 

Les fragments peptidiques resultant sont separes par 
CHLP en phase inverse (figure IB) et leur structure primaire 
est determinee par un sequengage automatique des acides 
amines . 

Les sequences qui ont ete determinees sont les 
suivantes : 

- pic correspondant a la fleche noire: 

2 bandes - bande majeure: DWYYNAVFSINK 
- bande mineure: MTLFAFXGNLNXK 

- pic correspondant a la fleche blanche: 

LDSTSVGTLSAEVLDPVNGRXVYEEPDLK 
3. Analyse MOPAC et isolement de l'ADN complementaire 
codant pour la P-5Q 

En utilisant les donnees obtenues concernant la 
sequence interne en amino acides de la P-SO, des amorces 
degenerees ont ete synthetisees (P 1 et P3 pour le brin sens, 
P 2 et P 4 pour le brin anti-sens) (Figure 3A) • 

Une amplification PCR est effectuee conune decrit dans 
le chapitre Materiels et Methodes en utilisant de l'ADN 
complementaire simple brin de corps gras de vers a soie immuns 
(combinaison de P 1 et P 4 bu P3 et P2). Seule une combinaison 
d' amorces (P 1 et P 4) donne naissance a un produit d 160 
paires de base (pb) comme le montre la figure 3B. 

Le produit de 160 paires de base est clone et sequence. 
La sequence en acides amines deduite de la sequence de 160 
paires de base contient les trois fragments peptidiques de la 
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P-50, conune analyse par la degradation d'Edman. La banque 
d * ADN complementaire cons truite a partir de corps gras de ver 
a soie immunise est criblee en utilisant le produit de 160 
paires de base marque d'une maniere aleatoire par du phosphore 
32 , conune sonde. 

40 clones positifs sont isoles apres criblage d'environ 
75.000 clones independants , Parmi treize clones positifs 
choisis de maniere aleatoire, tous ont le meme insert de 
taille identique (2,3 kb) a 1' exception d'un clone qui 
presente un insert de 1,8 kb . 

La sequence nucleotidique d'un de ces clones (lambda 
BPSOOl) contenant un des inserts de 2 , 3 kb a ete analysee ci- 
dessous . 

4. Sequence nucleotidique et sequence en acides amines 
deduite 

Le fragment EcoR I du clone lambdaBPSOOl a ete sous- 
clone dans le plasmide pBluescript. 

Des sous-clonages ont ete effectues conune decrits dans 
le chapitre Materiels et Methodes* La carte de restriction 
utilisee pour le sous-clonage est celle de la figure 4. 

La sequence nucleotidique et la sequence en amino 
acides deduite sont celles repertoriees SEQ ip N*l et SEQ ID 
N*2. 

La sequence de lambdaPBBOOl contient une region non 
codante a son extremite 5 f et une phase de lecture ouverte d 
1401 nucleotides correspondant a 467 acides amines. Une r'gion 
non traduite de 1100 nucleotides est aussi presente entre le 
codon stop et le site de polyadenylatLon* Cette sequence 
contient deux signaux possibles de polyadenylation (AATAAA) , 
ce qui pourrait correspondre a 1' existence d'ARN messagers de 
dif f erentes tailles , 

On a aussi trouve six sequences ATTTA dans la region 
proche de 1* extremite 3 f de la phase de lecture ouverte, ce 
qui suggere une certaine instability des ARN messagers de la 
proteine P-50. 
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Le poids moleculaire calcule de la proteine deduite d 
la sequ nee d'ADN complementaire est de 52.225D. 

L' analyse de 1 1 hydrophobici te de la sequence montre que 
les dix huit premiers aminoacides correspondent a un profil 
5 typique de peptide signal (figure 5). 

La partie C-terminale de la proteine P-50 est aussi 
tres hydrophobe ce qui suggere I'existence d'un ancrage 
membranaire. La proteine deduite contient aussi un site 
potentiel de N-glycosylation sur son acide amine en position 
10 182. 

5* Comparaison de la sequence en acides amines de la 
proteine P-50 et d'autres proteines 

L'ADN complementaire de la proteine P-SO a un 
homologie de sequence significative avec certains domaines d 
15 quatre proteines differentes presentant une relation du point 
de vue immun: /3-l,3 glucanase bacterienne, proteine liant le 
complexe 1 ipopolysaccharidique humain (LBP), proteine 
augmentant la permeabilite humaine (BPI) et CD14 humain. 
a) /3-l,3 glucanase 

20 L'homologie de sequence la plus importante est obtenue 

avec 1 1 ADN complementaire de la /3-l,3 glucanase Al de Bacillus 
circulans WL-12 (Yahata et al . , 1990, Gene 86, 113-117). 34% 
d'identite et 56% de similarity sur un ensemble de 124 amino 
acides (figure 6). 

25 Cette region de 124 amino acides contient le site actif 

suppose hautement conserve (19 acides amines) d' aussi bien 1 s 
0-1,3-1,4 glucanases que les /3-l,3-l,4 glucanases (Schimming 
et al., 1992, Eur. J. Biochem. , 204, 13-19 Hofemeister et al . , 
1986, Gene 49: 177-187) comme le montre la figure 6. 

30 Dans cette region, la P-SO montre une identit* de 

structure de 53% et une similarity de 63% avec la 0-1,3 
glucanase de Bacillus circulans et une identite de 53% et une 
similarity de 90% avec la /3-l,3-l,4 glucanase de Fibrobacter 
succinogenes (Teather et Erfle, 1990, J. Bacterid. 172: 3837- 

35 3841) incluant les residus histidine et acide aspartiqu 
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strictement conserves du site actif suppose. 

b) LBP/BPI 

On observe aussi une homologie de sequence 
significative avec le domaine de liaison du LPS des LBP et BPI 
humaines (Schumann et al . , 1990, Science 249:1429; Hoess et 
al., 1993, EMBO J. Vol. 12 N* 9 3351-3356 ) comme le montr la 
figure 7. Dans ce domaine de 19 acides amines, on observe une 
identite de 21%, et une similarite de 47% avec la LBP et une 
identite de 21% et une similarite de 53% avec la BPI. 

Si le domaine de liaison consensus de la LBP ou de la 
BPI est compare avec la P-50 on obtient une identite de 37% et 
une similarite de 68%. (figure 7). 

c) CD14 

Une autre proteine humaine impliquee dans le compl xe 
de liaison LPS/LBP ou dans la liaison du LPS est le CD14. 
Cette proteine montre une identite de 21% et une similarit' de 
46%. 

6 . Traduction in vitro 

Afin de confirmer 1' identite du produit du gene clone, 
le lambdaBPSOOl est linearise par digestion Bgl II et la 
transcription est effectuee in vitro. 

Les ARN messagers resultants sont traduits in vitro en 
utilisant le lysat de reticulocyte de lapin en presence de 
35 S-methionine • 

Les melanges reactionnels sont ensuite separes par SDS- 
PAGE et fluorographic. La proteine traduite a un poids 
moleculaire estime de l'ordre de 52 kD comme le montre la 
figure 8. Ceci est en accord avec le poids .moleculaire calcule 
a partir de la sequence en acides amines deduite, 

7. Induction d'ARN messagers codant pour la P-5Q en 
reponse a 1' infection bacterienne en utilisant d s 
larves de Bombvx mori axeniques 

La quantite de proteine P-50 dans 1 ' hemolymphe augmente 
de maniere importante apres mise en contact avec des bacteri s 
comme le montre la figure 1. 
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L 1 induction des ARN messagers codant pour la P-50 
suivant 1 'abrasion procuticulaire a ete examinee av c des 
larves de Bombyx mori axeniques . 

Le lambdaBPSOOl a ete digere par Pst 1/EcoR 1 et le 
fragment de 1,2 kb en resultant, et contenant la majeure 
partie de la region codant pour la proteine P-50, a ete 
purifie, marque de maniere aleatoire par du JA P et utilise 
comme sonde pour un trans fert de type Northern (Northern 
blot) . 

L ' ARN messager de la P-50 est exprime de maniere 
constitutive a faible taux dans le corps gras et dans les 
cellules epidermiques de larves n'ayant pas subi d' abrasion 
procuticulaire (figure 9A) . 

Six heures apres 1' abrasion procuticulaire en presence 
de bacteries, les ARN messagers sont induits de maniere forte 
dans le corps gras et, a un degre moindre, dans les cellules 
epidermiques . 

Meme une abrasion sterile en 1' absence stricte de 
bacteries est capable d'induire des ARN messagers dans 1 s 
deux tissus six heures apres l'abrasion (figure 9A) . 

Afin d f avoir un temoin positif, I'ADN transfere (blot) 
est deshybride et rehybride avec le gene exprime de maniere 
constitutive de l'a-tubuline et d'une autre proteine 
intervenant dans l'inununite induite, la cecropine B2 . 

Les resultats de la figure 9B montrent que la P-50 est 
une proteine de phase aigue qui joue un role important dans la 
reponse immune de Bombyx mori. 

L' ensemble des resultats de cet exemple montre qu la 
proteine P50 lie le LPS et joue un role important dans la 
reponse immunitaire. 
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EXEMPLE 2 : 

1) - OBTENTION PES PLANTS DE TABAC TRANS GEN I QUE S ET 
MISES EN EVIDENCE DE LA RESISTANCE A 1 ' INFECTION 
FONGIQUE 

L'ADN complementaire de la proteine P-SO obtenu dans 
l'exemple 1 est clone dans les sites EcoRl des plasmides 
pMON530 et pBI 121 (Jaynes et al . , 1993 , Plant Scienc , 89 , 
45-53). L'ADN complementaire insere est place sous le controle 
du promoteur de la proteinase II issue de la pomme de terre 
(Jaynes et al . 1993 , Science, 89, 43-53). 

Des disques foliaires de 1 cm de diametre environ sont 
decoupes dans des feuilles de plants de tabac vieux de six 
semaines (Nicotiana tabacum var. xanthii et var. Samsung) qui 
ont ete cultives de maniere aseptique dans des boites d 
Magenta . 

Les disques foliaires sont obtenus en poingonnant de 
jeunes feuilles en utilisant un poingon sterilise- Les 
explants sont precultives durant 1 a 2 jours sur un milieu 
MS104 (MSO, 7 g/1 de phytoagar, 1 mg/ml de benzyladenine et 
0,1 mg/ml d'acide naphtalene acetique) pour stimul r la 
croissance. Le milieu MSO comprend 4,3 g/1 de sel de Murashig 
et Skoog et 30 g/1 de saccharose. , 

Les explants sont inocules en les immergeant durant 2 a 
10 secondes dans une culture effectuee durant une nuit 
d ' Agrobacterium tumefaciens . L'eau des explants est ensuite 
absorbee et les explants sont mis en culture sur des boites de 
culture nourrice. Chaque boite de culture nourrice est 
preparee en utilisant du milieu MS104 auquel a ete ajout' 1,5 
ml de suspension de culture de tabac. Ces boites sont 
couvertes avec un morceau de papier filtre Whatman 3mm, 

Les explants sont ensuite laisses a incuber durant 2 
jours puis transferes sur un milieu de selection MS (MS104, 
500 mg/ml de carbenicilline ou de cefatoxime, 300 mg/ml de 
kanamycine) . 

Quand les tiges apparaissent , les xplants sont 
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transferes sur un milieu d'enracinage MS (MSO av c 0,6% 
d'agar, 500 mg/ml de carbenicilline et 100 mg/ml d 
kanamycine) . Les pieds sortant des explants et presentant des 
tiges bien definies sont decoupes et repiques dans un nouveau 
milieu d ' enracinage . 

Les plantules qui developpent des racines d' environ 2 
semaines dans les milieux d'enracinage sont alors transferees 
dans un sol sterile dans des pots Jiffy et mis dans des boites 
de Magenta sterilisees. 

Apres 7 a 10 jours, les couvercles des boites de 
Magenta sont reouvertes afin d'acclimater les plantes . Les 
plantes sont ensuite transferees dans des pots durant deux 
semaines puis dans des pots plus gros et mises en croissance 
dans une serre sous une lumiere naturelle. Elles sont arrosees 
quotidiennement avec une solution 20:20:20 (N/K/P) . La 
temperature moyenne est d' environ 32 *C. 

Des cultures nourrice de cellules de tabac (Nicotiana 
tabacum var . xanthii) sont utilisees durant la co-culture des 
explants avec les bacteries Agrobacterium afin d ' ameliorer 
l'efficacite de transformation. Des suspensions de culture 
sont maintenues dans des flasques d ' Erlenmeyer contenant SO ml 
de suspension de culture (4,3 g/1 de sel MS, 30 g/1 de 
saccharose, 5 ml/1 de vitamine B5, 1 mg/1 de 2,4-D). Les 
cultures sont conservees a temperature ambiante avec une 
agitation constante de 150 revolutions/minute. Les suspensions 
cellulaires sont maintenues en faisant des sous-cultures de 10 
ml de culture, filtrees et lavees, dans 50 ml de milieu. 

L'expression du gene codant pour la P-50 est mise en 
evidence en dosant le taux d 1 ARN par une analyse de transfert 
de type Northern (Northern blot) . 

L'expression de la P-50 dans les plants de tabac est 
analysee en utilisant la methode decrite par Sanchez-Serrano 
et al . (1987, EMBO J. 6, 303-306). 

Des pinces de dialyse sont posees sur des feuilles de 
plants de tabac hauts de 60 a 80 cm. Les ARN sont isol's a 
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partir de feuilles des plants sur lesquelles ont ete posees 
les pinces de dialyse, 6, 12 et 24 h ures apres la pose. L s 
ARN Poly(A) sont isoles en utilisant la trousse FastTrack™ 
oligo dT cellulose (commercialisee par Invitrogen) . 10 vq par 
echantillon sont charges sur le gel. L' insert d'ADN 
complementaire de la P-50 de 1200 pb est utilise comme sond * 
Les proteines totales sont extraites des feuilles de tabac par 
une solution contenant tris-HCl (pH 6,8) 80 mM, SDS 2%, 
glycerol 10% et sont separees sur des gels de polyacrylamide 
denaturant a 13%, a raison de 20 /jg de proteines totales par 
echantillon. Les proteines sont ensuite transferees sur un 
membrane Immobilon-P commercialisee par Millipore. La membrane 
est incubee avec un antiserum dirige contre la P-SO en 
utilisant les techniques d 1 analyse Western conventionnelles . 
La detection des proteines immunoreactives est effectue en 
utilisant la technique de luminescence Amersham ECL. 

2) - RESISTANCE DES PLANTS OBTENUS A L'ENCONTRE D ' UNE 

INFECTION FONGIQUE 

Phytophtera syringae, qui est tres virulent a 
rencontre du tabac est utilise dans les tests d ' inoculation. 
Des zoospores suspendus dans de 1'eau a differentes densites 
cellulaires sont utilises comme inoculum. Des jeunes plants de 
tabac resistants a la kanamycine sont obtenus a partir de 
graines de la generation Rl, soit temoins soit issues de 
plantes transgeniques pour la P50, et transplantes directement 
dans des pots contenant un sol artificiel (Pro-Mix) puis mis 
en culture dans une serre. Les plants temoins sont 
transgeniques pour le vecteur de transfert ne contenant pas 
l'insert P-SO. 

Les plantes utilisees dans le test vis-a-vis de 
1' infection fongique sont mises a croitre dans des petits pots 
jusqu'a ce qu'elles atteignent une hauteur d' environ 10 cm, 
puis la bordure de 4 a 5 feuilles est entaillee. Toutes les 
racines du meme cote du plant, a mi-chemin entre le pied et la 
paroi du pot, sont coupees • Les pots sont places dans des 



29 



2721032 



soucoupes et 5 ml de zoospores suspendus dans de l'eau a 
raison de 10 7 cellules par ml sont versees dans le sol. Les 
plants temoins ne regoivent que de l'eau. 

Les plants sont disposes de maniere aleatoire et codes 
afin d'obtenir des conditions de simple aveugle. 

Les plants sont incubes a 30*C dans des chambres de 
croissance et le sol est conserve humide par trempage dans des 
soucoupes . 

Le pourcentage des feuilles entaillees qui deperissent 
est note pour chaque plante, chaque jour, et le pourcentage 
moyen de feuilles ayant deperi en fonction de chaque 
traitement est calcule. Quant toutes les feuilles entaille s 
ont deperi, le plant est considere comme ayant deperi lui- 
meme. Les nouvelles feuilles qui apparaissent durant le test 
ne sont pas comptees meme si elles semblent deperir de maniere 
considerable. Les resultats sont analyses en utilisant le t st 
des deux echantillons de Wilcoxon en comparant les valeurs 
moyennes entre temoins et plantes transgeniques . 

Un autre test consiste a mettre les plantes du test 
d ' inoculation en croissance dans des pots jusqu'a ce qu'elles 
atteignent une hauteur de 15 cm et les bords de 8 a 10 
feuilles sont echancres comme decrit ci-dessus, Chacun d s 
plants regoit 20 d'un inoculum contenant 10 6 cellules/ml ou 
20 a/1 d f eau applique par 1 ' intermediaire d'une blessur au 
couteau faite a la base. Les feuilles echancrees sur chaque 
plante sont estimees chaque jour pour leur degre de 
deperissement . Le pourcentage de feuilles et de plantes ayant 
deperi est calcule comme dans le cas de la methode 
d • inoculation par les racines. 

Le procede decrit dans cet exemple permet d'obtenir d s 
plantes resistantes aux infections f ongiques . 
EXEMPLE 3 ; 

NEUTRALISATION DES ENDOTOXINES 

L'ADN complementaire de la proteine P-50 est xprime 
dans un systeme eucaryote ou bacterien selon les techniques 
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decrit s par Sambrook et al. (1989, precedemment cites). La P- 
SO est purifiee selon les techniques decrites par Das, (1990, 
Methods in Enzymology 182, 93-112) et Bradley (1990, Methods 
in Enzymology 182, 112-132). La P-SO purifiee obtenue de cette 
maniere est utilisee dans des tests d'activite biologique. 
TEST DE NEUTRALISATION DE L ' ENDOTOXINE 

100 pg d'endotoxine d • Escherichia coli 0113 sont 
ajoutes a des dilutions en serie de la proteine P-SO- 
L'activite de I'endotoxine est quantifiee par le test 
turbidimetrique decrit par Novisky et al . , (1985, J. Clin, 
Micro, 20, 211-216) pour le facteur anti-LPS de Limulus . 

D'autres echantillons de LPS sont testes tels que ceux 
de Klebsiella pneumoniae, Serratia marcesens et Serratia 
minnesota. La neutralisation de ces differentes especes est 
effectuee avec un exces cinq fois plus important de P-SO par 
rapport au LPS . 

TEST DE NEUTRALISATION DU SERUM 

Afin de tester l'efficacite potentielle de la P-SO in 
vivo, la proteine a ete testee pour sa capacite a inactiv r 
I'endotoxine en presence d 1 un serum de rat total. 

Un test est effectue dans des plaques de 96 puits comme 
decrit par Novitsky et al. (precedemment cites) . 

A chaque puits on ajoute dans 1 ' ordre 0,05 ml de serum 
ou 0,5 ml de serum avec 25 mg/ml de P-SO, puis 0,5 ml 
d'endotoxine d 1 Escherichia coli 0113. 

Les plaques sont couvertes avec un film de Parafilm 
afin d'eviter 1 ' evaporation , agitees sur une plateforme 
d* agitation mecanique durant 15 minutes *et incubees a 37 *C 
durant 1 heure . 

Le film plastique couvrant les plaques est retire puis 
0,1 ml de LAL est ajoute a chaque puits qui est teste comme 
decrit ci-dessus . 

Le LR50 est defini comme etant la moitie de la 
croissance maximale de la densite optique par rapport au 
temoin. 
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EXEMPLE 4 : 

Protection des animaux par la proteine P-50 
Des rats males Sprague-Dawley (230-450g) sont 
anesthesies legerement avec de l'Halothane. On leur injecte 
alors une solution a tester par 1 ' intermediaire de la veine 
dorsale du penis. 

Les rats temoins regoivent une solution contenant un 
tampon phosphate-salin (0,15 NaCl) tamponne a pH 7,4 et 
contenant 0,02 M de phosphate de sodium. Un second groupe de 
rats regoit du LPS (E. coli 0111: B4 , Sigma Chemical Company) 
dans du tampon. 

Un troisieme groupe de rats est teste avec une 
suspension de proteine P-50 et de LPS melanges dans d s 
quantites egales en poids dans du tampon et incube durant 1 
heure a 37 "c avant injection. 

Un quatrieme groupe de rats regoit de I'albumine 
melangee avec du LPS dans des quantites egales en poids et 
incubee d f une maniere similaire. 

Le dernier groupe de rats est traite par injection avec 
seulement la P-50 incubee dans du tampon. 

Le volume injecte (1,7 - 2,9 ml) depend du poids du rat 
qui est ajuste de fagon a fournir une dose de 15 mg de LPS par 
kilo corporel . 

La survie des rats est suivie durant 24 heures . 
Le procede decrit ci-dessus permet de mettre en 
evidence l'activite therapeutique de la proteine P50, sur un 
modele animal representatif ♦ 
Conclusion 

Les resultats de ces quatre exemples mettent en 
evidence les proprietes remarquables de la proteine P50 et ses 
applications therapeutiques pharmaceutiques et agronomiques . 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENE FLA LE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT PASTEUR 

(B) RUE: 28, rue du Docteur Rcux 
<C) VILLE: PARIS 

{ E ) PAYS: FRANCE 

(F) " ; CCDE POSTAL: 7 57 24 

(G) TELEPHONE: 45688097 

(H) TELECOP I E : 4O513017 

(ii) TTTRE DE L ' INVENTION: Proceir.es liant le complexe 
lipopolysaccharidique (L?S),et leurs utilisations 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 5 

(iv) FORME L IS I BLE PAR ORD I NAT EUR : 

(A) TYPE DE .SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC - DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

( i ) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 19 acides anir.es 
(3) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE 3RINS : simple 

(D) CONFIGURATION: iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPCTHETIQUE : NGN 

(vi) ORIGINS: . 

(A) ORGAN IS ME : Bonbyx .-.or: 



(xi) DESCRIPTION CE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Arg He Vai Gin Aso Vai ?r: Lvs Met Thr Leu Pne Ala Phe Gin 

1 " 5 10 15 

Gly Asn Leu 
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(2) INFORMATION ?CUR LA SEQ ID- NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES D£ LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BR INS : simoie 

(D) CONFIGURATION: iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: 3ombyx TiOri 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Phe His Thr Tyr Ser Val Gin 7ro Thr Pro Aso Phe lie Ala Leu Ser 
1 5 10 15 

Val Asp Gly 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 455 ac ices anir.es 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE 3RINS: simole 

(D) CONFIGURATION: Iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINE : 

(A) ORGANISMS: So.T.byx ^ori 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Lys lie Ser Tvr Ala Gin Met Pro Aso Val Lys lie Gin Ala Phe Arg 
1 5 " 10 15 

Pro Lys Gly Leu Arg lie Ser Val Gin Aso Val Pro Lys Met Thr Leu 
20 25 * 30 

Phe Ala Phe Gin Gly Asn Leu Asn His Lys Leu Asp Ser Thr Ser Val 
35 " 4.0 * "45 

Gly Thr Leu Ser Ala GIu Val Leu Aso Pro Val Asn Gly Arg Trp Val 
50 55 " 50 

Tyr Glu GIu Pro Asp Leu Lys Leu Lys Val Lys Asp Val Val Tyr Tyr 
65 70 * " 75 80 
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Asn Ala Val Phe Ser lie Asn Lys Lvs He Tyr Glu Lys Thr Asn Gin 
35 90 95 

Gin Phe Thr Val Thr Giu Leu Glu Aso Pro Asn Ala Ser Thr Asp Ser 
100 105 HO 

Gin Lys Pro Glu Cys Lys Pro Thr Lys Thr Arg Val Arg Gly Gly Lys 
115 120 125 

Aia Cys Ala Gly Gin Thr He Phe Glu Giu Gin Phe Asp Ser Leu Asp 
130 ■ 135 140 

Glu Asn Val Trp Gin lie Giu Gin Tyr lie Pro He Tyr His Pro Glu 
145 150 155 160 

Tyr P-o Phe Val Ser Tyr Gin Arg Asn Asn Leu Thr Val Ser Thr Ala 
165 170 175 

Asp Gly Asn Leu His He Asn Aia Lys Leu Gin Gin His Met Pro Gly 
190 135 190 

Phe Leu Aso Asd Ser He Tyr Ser Gly Thr Leu Asn Leu Phe Ser Gly 
195 * 2C0 205 

Cys Thr Ser Ser Ala Giu Ala Cys He Lys Gin Ala Ser Gly Ala Asp 
210 215 220 

He Leu Pro Pro He Val Ser Gly Arg He Thr Ser He Gly Phe Ala 
225 230 235 240 

Phe Thr Tyr Gly Thr Val Glu He Arg Aia Lys Leu Pro Gin Gly Asp 
245 250 255 

Trp Leu Tyr Pro Glu He Leu Leu Glu Pro Phe Leu Lys Lys Tyr Gly 
260 255 2.70 

Ser Met Asn Tvr Aia Ser Giy Vai Vai Lys He Ala Cys Ala Arg Gly 
275 * 250 285 

Asn Ala Glu Leu Tyr Ser Gly Pro Asn Asp Tyr Ser Asn Thr Val Leu 
290 2S5 300 

Tyr Gly Gly Pro He Met Aso Leu Glu Cys Arg Glu Asn Phe Leu Ser 
305 310 " 315 \ 320 

Thr Lys Arg Aro Arg Aso Glv Thr Ser Trp Giy Asp Ser Phe His Thr 
325 330 335 

T Vr s e - val Gin Thr Pro Asc Phe He Aia Leu Ser Val Asp Gly 

340 " 345 350 

Glu Glu Tro Ala Arg Val Glu Ala Pro Arg Asp Ala Leu Pro Ala Val 
355 350 365 

Cys Ala His Aia Pro Ara His Leu Leu Gin Ala Gly Ser Gin Met Ala 
370 " 375 380 
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Pro Phe Asp Asp His ?he Tyr lie Thr Leu Gly Val Ala Ala Gly Gly 
385 390 395 400 

lie Thr Glu Phe Arg Asp Gly Ser lie Thr Ser Gly Gly Val Thr Lys 

405 410 415 

Pro Trp Arg Asp Ser Ala Arg Lys Ala Her Val His Phe Trp Arg His 
420 425 430 



Met Ser Asp Trp Phe Pro Arg Trp Ser Gin Pro Ser Leu lie Val Asp 
435 440 445 



Phe Va 1 Lys Val He Aia Leu 
450 455 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 4 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2271 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucieiaue 

(C) NOMBRE DE BR INS : double 

(D) CONFIGURATION: iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AD Nc pcur ARN.n 

(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: 3ornbyx -or: 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITICNELLE : 

(A) NOM/ CLE : CDS 

(B) EMPLACEMENT: 16.. 14 i 6 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 



GAGGATCCGG GTACC ATG GOT GGA CGC GTG TTG TGT CTG ATT TTA TTT ATA 51 

Met Gly Gly Arc Val Leu Cvs Leu lie Leu Phe lie 
1 5 10 



AAA ATA TCG TAC GCT CAA ATG CCC GAT GTG AAA ATA CAA GCT TTT CGC 9 9 

Lys lie Ser Tyr Aia Gin Met Pro Asc Vai Lvs lie Gin Ala Phe Arg 
15 20 " * 25 



CCG AAA GGA CTT CGA 
Pro Lys Gly Leu Arg 
30 



ATA TCC GTT CAA GAT GTC CCC AAA 
lie Ser Val Gin Asc Vai Pro Lys 
35 40 



ATG 
Met 



ACA CTG 
Thr Leu 



147 



TTC GCG TTC CAA GGC AAC TTG AAC CA' 
Phe Ala Phe Gla Gly Asn Leu Asn Hi: 
45 50 



AAA CTG GAC AGC ACC AGC GTC 
Lvs Leu As d Ser Thr Ser Val 
55 " 60 



195 



GGG ACA CTG AGT GCA GAG GTA CTG GAT CCA GTC AAC GGC CGA TGG GTG 24 3 

Gly Thr Leu Ser Ala Glu Vai Leu Asc Pro Val Asn Gly Arg Trp Val 

55 73 75 



BNSDOCI0:<FR 2721032A1> 



36 



2721032 



TAC GAA GAG CCC GAT CTT AAA CTA AAA GTC AAG GAC GTC GTC TAT TAT 291 
Tyr Glu Glu Pro Asp Leu Lys Leu Lvs Vai Lys Asp Val Val Tyr Tyr 
80 35 90 

AAC GCG GTC TTC TCA ATC AAC AAG AAA ATA TAC GAG AAA ACA AAC CAA 3 39- 

Asn Ala Val Phe Ser lie Asn Lys Lys lie Tyr Glu Lys Thr Asn Gin 
95 100 105 

CAG TTC ACC GTA AC A GAG CTA GAA GAT CCT AAT GCA AGC AC A GAT TCT 387 
Gin Phe Thr Val Thr Glu Leu Glu Asp Pro Asn Ala Ser Thr Asp Ser 
110 115 120 

CAG AAA CCA GAA TGT AAG CCA AC A AAG AC G AG A GTG CGA GGC GGC AAA 4 35 

Gin Lys Pro Glu Cys Lys Pro Thr Lys Thr Arg Val Arg Gly Gly Lys 
125 130 135 140 

GCG TGT GCC GGA CAA AC A ATA TTC GAG 3 AG CAA TTT GAT TCC CTG GAC 4 83 

Ala Cys Ala Gly Gin Thr lie Phe Glu Glu Gin Phe Asp Ser Leu Asp 

145 -50 155 

GAA AAC GTT TGG CAA ATC GAG CAG TAT ATA GCG ATT TAT CAC CCC GAA 531 
Glu Asn Val TrD Gin He Glu Gin Tyr He Pro lie Tyr His. Pro .Glu 
160 155 170 

TAC CCC TTC GTG TCC TAC CAG CGT AAT AAT TTA AC A GTA TCT ACC GCA 579 
Tyr Pro Phe Val Ser Tyr Gin Arg Asr. Asn Leu Thr Val Ser Thr Ala 
175 130 185 

GAT GGA AAC CTA CAT ATT AAC GCC AAA CTT CAA CAA CAT ATG CCC GGC 627 
Asp Gly Asn Leu His lie Asn Ala Lys. Leu Gin Gin His Met Pro Gly 
190 195 200 

TTT CTG GAC GAC TCT ATA TAT TCT GGC AC A CTT AAT TTG TTC AGT GGG 6 75 

Phe Leu Asp Asd Ser He Tyr Ser Gly Thr Leu Asn Leu Phe Ser Gly 
205 " 210 215 220 

TGT ACT TCG TCA GCA GAG GCA TGC ATC AAA CAG GCT TCC GGT GCT GAT 72 3 

Cys Thr Ser Ser Ala Glu Ala Cys lie Lys Gin Ala Ser Gly Ala Asp 

225 233 235 

ATT CTA CCA CCA ATC GTC AGC GGC AG A ATC ACA TCA ATA GGA TTT GCA 77 1 

He Leu Pro Pro He Vai Ser Gly Arc He Thr Ser He Gly Phe Ala 

240 245 250 

* 

TTT ACG TAC GGA ACA GTC GAA ATC AG A GCG AAA TTA ZCG CAA GGG GAC 

Phe Thr Tyr Gly Thr Val Glu He Arg Ala Lys Leu Pro Gin Gly Asp 

255 25 0 265 



819 



TGG CTG TAT CCG GAA ATT CTA TTG GAG ICG TTC TTA AAG AAG TAT GGA 867 

Trp Leu Tyr Pro Glu He Leu Leu Glu Pre Phe Leu Lys Lys Tyr Gly 

270 275 230 

AGT ATG AAT TAT GCG TCC GGC GTA GTG AAG ATA GCG TGT GCG CGC GGT 9 15 

Ser Met Asn Tyr Ala Ser Gly Vai Val Lys lie Ala Cys Ala Arg Gly 

285 290 295 300 
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AAT GCA GAA CTC TAT TCC GGA CCT AAT GAC TAG AGC AAT ACG GTT TTG 96 3 

Asn Ala Glu Leu Tyr Ser Gly Pro Asn Asd Tyr Ser Asn Thr Val Leu 
305 310 * 315 

TAC GGA GGA CCG ATC ATG GAT CTG GAG TGC CGC GAG AAC TTT CTC TCC 1011 
Tyr Gly Gly Pro He Met Asp Leu Glu Cys Arg Glu Asn Phe Leu Ser 
320 325 330 

ACA AAA AGA CGC AGA GAC GGC ACG TCG TGG GGC GAC AGT TTT CAT ACA 1059 
Thr Lys Arg Arg Arg Asp Gly Thr Ser Tro Gly Asp Ser Phe His Thr 
335 340 " ^ 345 

TAT TCC GTT CAA TGG ACA CCT GAT TTC ATA GCC CTG TCT GTG GAC GGC 110 7 

Tyr Ser Val Gin Trp Thr Pro Asp Phe He Ala Leu Ser Val Asd Gly 
350 355 360 

GAG GAG TGG GCG CGA GTG GAG GCG CCG CGG GAC GCC CTG CCG GCT GTC 115 5 

Glu Glu Tr d Ala Arg Val Glu Ala Pro Arc Asd Ala Leu Pro Ala Val 
365 " 370 ' 375 380 

TGC GCG CAC GCC CCG CGG CAC CTG CTG GAG GCC GGC TCG CAG ATG GCG 12 0 3 

Cys Ala His Ala Pro Arg His Leu Leu Gin Ala Gly Ser Gin Met Ala 
385 ' 390 395 

CCA TTC GAT GAC CAC TTC TAC ATA ACG CTA GGC GTG GCG GCA GGA GGC 1251 
Pro Phe Asp Asp His Phe Tyr He Thr Leu Gly Val Ala Ala Gly Gly 
400 405 410 

ATA ACG GAG TTC CGC GAC GGG TCT ATA ACC TCC GGG GGA GTC ACC AAG 12 9 9 

lie Thr Glu Phe Arg Asp Gly Ser He Thr Ser Gly Gly Val Thr Lys 
415 420 425 

CCC TGG AGA GAC AGC GCT CGG AAG GCA TCC GTA CAT TTC TGG CGG CAC 134 7 

Pro Trp Arg Asp Ser Ala Ara Lys Ala Ser Val His Phe Trp Arg His 
430 " 435 440 

ATG TCC GAT TGG TTC CCA CGG TGG AGT CAG CCA TCT TTA ATC GTG GAC 13 9 5 

Met Ser Asp Trp Phe Pro Ara Tro Ser Gin Pro Ser Leu He Val Asp 
445 ~ 450 " " 455 460 

TTT GTC AAA GTT ATC GCC TTA TG ATC T A GTC ATTTAGATTT TGTATAATTA 14 4 6 

Phe Val Lys Val He Ala Leu 
465 



AGTTATTAGT 


ATAGTTTCTG 


C A GGC AAAAT 


. A A i .GCA :T 


CTGAGTTTTT' 


ATT GTC A A AC 


1506 


TACAATTTAA 


AATTTAATTC 


CTAAAAGATC 




C7AAATCTGT 


AATTTAGCTA 


1566 


ATTTTATTTG 


TATCATTTTC 


TTTTTTTAAA 


TTTTG AT AG A 


GCGGCGAATG 


ACTAGAAGAT 


1626 


GTGATCTGCG 


.AAA AT AAA AC 


TAAGTGACAT 


GCATGCAAAG 


GC AT AC AC AC 


AACAGAGTTT 


1686 


TGCATTATTA 


TTACCTTTCT 


TGAGCGAGAT 


GAG GAC TACT 


GACGTGACCT 


GGAGTGATAT 


1746 


TTTGGAGCAA 


GCCTAAGACA 


GGGTC AAGTG 


'cAcrtCnGu 1 C 


TAAGGCCCCT 


ATGTACCGGC 


1806 


GGGGTGTCTT 


AGGGCTGCAA 


T A AC AAC ATT 


n^^ ' A 


ACC AAAC AGC 


GATATTATCT 


1866 
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GTAATATTAT AGTTAGAAAG CCTGCATCTT ATACTCTTAT TGACACACGT ACCTGGATGA 192 6 

TTTTAACGAT GAAGAAATAA CATCGTGTAA AAAAT7TAGC TGGAAAAGAT TTTGAGGAAT 19 86 

CAAGAAATAC CCTATGAACC AGCACAGGTA CGTGTCACCA CTCTGGCTAA TTCTGCCACG 2046 

TTGCGGTTGG TTTGAAGTTT G AG AC A AC C 7 7TGC ACGATA CAA7TGAGAC TAAGACCTCA 2 106 

7GGC7CGGAG TGAGTGGAG7 CA77CAAG77 GCGAC7GGCT CCAG7AACCA CTTATAACCA 2166 

GGTAGATCGT GAGCCTATC A GC7CAT77AG AGCAACAAAA AACAAAATAA TGTACTCTTG 2226 

AAAAAATCAT 7TTAATAAAA GACCAGAG7G AAAAAAAAAA AAAAA 227 1 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 467 acides amines 

(B) TYPE: acice amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Met Gly Gly Arg Val Leu Cys Leu lie Leu ?he He Lys He Ser Tyr 
15 10 15 

Ala Gin Met Pro Asd Val Lvs lie Gin Ala Phe Arg Pro Lys Gly Leu 
20 " ' 25 30 

Ara He Ser Val Gin Asa Val Pro Lys Met Thr Leu Phe Ala Phe Gin 
35 ' 40 45 

Gly Asn Leu Asn His Lvs Leu Asp Ser 7hr Ser Val Gly Thr Leu Ser 
50 55 60 

Ala Glu Val Leu Asd Pro Val Asn Gly Arg 7rp Val Tyr Glu Glu Pro 
65 70 75 80 

Asp Leu Lys Leu Lvs Val Lys As? Val Val Tyr Tyr Asn Ala Val Phe 

85 90 95 

Ser lie Asn Lys Lys He Tyr Glu Lys Thr Asn Gin Gin Phe Thr Val 



100 



110 



Thr Glu Leu Glu Asd Pro Asn Ala Ser Thr Asp Ser Gin Lys Pro Glu 

. 115 ^ 120 125 

Cys Lys Pro Thr Lvs Thr Arg Val Arg Gly Gly Lys Aia Cys Ala Gly 

130 135 140 

Gin Thr lie Phe Glu Glu Gin Phe Asp Ser Leu Asp Glu Asn Val Trp 

145 150 " 155 160 
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Gin lie Glu Gin Tyr He Pro He Tvr His Pro Glu Tyr Pro Phe Val 

165 170 175 

Ser Tyr Gin Arg Asn Asn Leu Thr 7a i Ser Thr Ala Asp Gly Asn Leu 
180 135 190 

His lie Asn Ala Lys Leu Gin Gin His Met: Pro Gly Phe Leu Asp Asp 
195 200 205 

Ser He Tyr Ser Gly Thr Leu Asn Leu Phe Ser Gly Cys Thr Ser Ser 
210 215 220 

Ala Glu Ala Cys lie Lys Gin Ala Ser 31 v Ala Asp lie Leu Pro Pro 
225 230 235 240 

lie Val Ser Gly Arg lie Thr Ser He Gly Phe Ala Phe Thr Tyr Gly 
245 * - 250 255 

Thr Val Glu He Arg Ala Lys Leu Pro Gin Gly Asp Trp Leu Tyr Pro 
260 255 270 

Glu He Leu Leu Glu Pro Phe Leu Lvs Lvs Tvr Gly Ser Met Asn Tyr 
275 280 " . ' 285 

Ala Ser Gly Val Val Lys He Ala Cvs Ala Arg Glv Asn Ala Glu Leu 
290 295 300 

Tyr Ser Gly Pro Asn Asp Tyr Ser Asn Thr Val Leu Tyr Gly Gly Pro 
305 310 315 320 

He Met Asp Leu Glu Cys Arg Glu Asn Phe Leu Ser Thr Lys Arg Arg 
325 " 330 335 

Arg Asp Gly Thr Ser Trp Gly Asp Ser Phe His Thr Tyr Ser Val Gin 
340 345 350 

Trp Thr Pro Asp Phe He Ala Leu Ser Val Aso Gly Glu Glu Trp Ala 
355 360 ' 365 

Arg Val Glu Ala Pro Arg Asp Ala Leu Pro Ala Val Cys Ala His Ala 
370 375 380 

Pro Arg His Leu Leu Gin Ala Giy Ser" Gin Met Ala Pro Phe Asp Asp 
385 390 * 395 - 400 

* 

His Phe Tyr He Thr Leu Giy Val Ala Ala Giy Gly He Thr Glu Phe 
405 4 10 415 

Arg Asp Gly Ser He Thr Ser Gly Gly Val Thr Lys Pro Trp Arg Asp 
420 425 430 
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Ser Ala Arg Lys Ala Ser Val His ?^.e :r? Arg His Met Ser Asp Trp 

435 440 445 

Phe Pro Arg Trp Ser Gin Pro Ser leu He Val Asp Phe Val Lys Val 

450 455 460 



lie Ala Leu 
465 
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REVEND I CATIONS 

1. Proteine caracterisee en ce qu'elle comprend n 
totalite ou en partie la sequence SEQ ID N*l suivante: 

Arg lie Ser Val Gin Asp Val Pro Lys Met Thr Leu Phe Ala Ph 
5 Gin Gly Asn Leu, 

2. Proteine caracterisee en ce qu'elle comprend n 
totalite ou en partie la sequence SEQ ID N*2 suivante: 

Phe His Thr Tyr Ser Val Gin Trp Thr Pro Asp Phe lie Ala L u 
Ser Val Asp Gly. 

10 3. Proteine selon 1 1 une des revendications 1 ou 2 

caracterisee en ce qu'elle presente un poids moleculaire de 
I'ordre de 50 kD. 

4. Proteine selon l'une des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence SEQ ID N*3, ou 



UIlC 


partie < 


de la sequence SEQ ID N 


3 suivant^ 


Gln\la 




Lys 


He 


Ser 


Tyr 


Ala 


Gin 


Met 


Pro 


Asp 


Val 


Lys 


He 


XT I IXS 


Arg 


Pro 


Lys 


Gly 


Leu 


Arg 


He 


Ser 


Val 


Gin 


Asp 


Val 


Pro 


Lys 


Met 


Thr 


Leu 


Phe 


Ala 


Phe 


Gin 


Gly 


Asn 


Leu 


Asn 


His 


Lys 


Leu 


Asp 


Ser 


Thr 


Ser 


Val 


Gly 


Thr 


Leu 


Ser 


Ala 


Glu 


Val 


Leu 


Asp 


Pro 


Val 


Asn 


Gly 


Arg 


Trp 


Val 


Tyr 


Glu 


Glu 


Pro 


Asp 


Leu 


Lys 


Leu 


Lys 


Val 


Lys 


Asp 


Val 


Val 


Tyr 


Tyr 


Asn 


Ala 


Val 


Phe 


Ser 


He 


Asn 


Lys 


Lys 


He 


Tyr 


Glu 


Lys 


Thr 


Asn 


Gin 


Gin 


Phe 


Thr 


Val 


Thr 


Glu 


Leu 


Glu 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Ser 


Thr 


Asp 


Ser 


Gin 


Lys 


Pro 


Glu 


Cys 


Lys 


Pro 


Thr 


Lys 


Thr 


Arg 


Val 


Arg 


Gly 


Gly 


Lys 


Ala 


Cys 


Ala 


Gly 


Gin 


Thr 


11 


Phe 


Glu 


Glu 


Gin 


Phe 


Asp 


Ser 


Leu 


Asp 


Glu 


Asn 


Val 


Trp 


Gin 


11 


Glu 


Gin 


Tyr 


He 


Pro 


He 


Tyr 


His 


Pro 


Glu 


Tyr 


Pro 


Phe 


Val 


Ser 


Tyr 


Gin 


Arg 


Asn 


Asn 


Leu 


Thr 


Val 


Ser 


Thr 


Ala 


Asp 


Gly 


Asn 


Leu 


His 


He 


Asn 


Ala 


Lys 


Leu 


Gin 


Gin 


His 


Met 


Pro' 


Gly 


Phe 


Leu 


Asp 


Asp 


Ser 


He 


Tyr 


Ser 


Gly 


Thr 


Leu 


Asn 


Leu 


Phe 


Ser 


Gly 


Cys 


Thr 


Ser 


Ser 


Ala 


Glu 


Ala 


Cys 


He 


Lys 


Gin 


Ala 


Ser 


Gly 


Ala 


Asp 


He 


Leu 


Pro 


Pro 


He 


Val 


Ser 


Gly 


Arg 


He 


Thr 


Ser 


He 


Gly 


Phe 


Ala 


Phe 


Thr 


Tyr 


Gly 


Thr 


Val 


Glu 


He 


Arg 


Ala 


Lys 


Leu 


Pro 


Gin 


Gly 


Asp 


Trp 


Leu 


Tyr 


Pro 


Glu 


He 


Leu 


Leu 


Glu 


Pro 


Phe 


Leu 


Lys 


Lys 


Tyr 


Gly 


Ser 


Met 


Asn 


Tyr 


Ala 


Ser 


Gly 


Val 


Val 


Lys 


He 


Ala 


Cys 


Ala 


Arg 


Gly 


Asn 


Ala 


Glu 


Leu 


Tyr 


Ser 


Gly 


Pr 


Asn 


Asp 


Tyr 


Ser 
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Gly Gly Pro lie Met Asp Leu Glu Cys Arg 

Thr Lys Arg Arg Arg Asp Gly Thr Ser Trp 

Thr Tyr Ser Val Gin Trp Thr Pro Asp Phe 

Asp Gly Glu Glu Trp Ala Arg Val Glu Ala 

Pro Ala Val Cys Ala His Ala Pro Arg His 

Ser Gin Met Ala Pro Phe Asp Asp His Phe 

Val Ala Ala Gly Gly lie Thr Glu Phe Arg 

Ser Gly Gly Val Thr Lys Pro Trp Arg Asp 

Ser Val His Phe Trp Arg His Met Ser Asp 

Ser Gin Pro Ser Leu lie Val Asp Phe Val 

selon l'une des revendications 1 a 3, 
presentant la sequence ID N"5 ou une partie de la sequenc SEQ 
ID N*5 suivante: 



15 


Met 


Gly 


Gly 


Arg 


Val 


Leu 


Cys 


Leu 


He 


Leu 


Phe 


He 


Lys 


lie 


S r 




Tyr 


Ala 


Gin 


Met 


Pro 


Asp 


Val 


Lys 


He 


Gin 


Ala 


Phe 


Arg 


Pro 


Lys 




Gly 


Leu 


Arg 


He 


Ser 


Val 


Gin 


Asp 


Val 


Pro 


Lys 


Met 


Thr 


Leu 


Phe 




Ala 


Phe 


Gin 


Gly 


Asn 


Leu 


Asn 


His 


Lys 


Leu 


Asp 


Ser 


Thr 


Ser 


Val 




Gly 


Thr 


Leu 


Ser 


Ala 


Glu 


Val 


Leu 


Asp 


Pro 


Val 


Asn 


Gly 


Arg 


Trp 


20 


Val 


Tyr 


Glu 


Glu 


Pro 


Asp 


Leu 


Lys 


Leu 


Lys 


Val 


Lys 


Asp 


Val 


Val 




Tyr 


Tyr 


Asn 


Ala 


Val 


Phe 


Ser 


He 


Asn 


Lys 


Lys 


He 


Tyr 


Glu 


Lys 




Thr 


Asn 


Gin 


Gin 


Phe 


Thr 


Val 


Thr 


Glu 


Leu 


Glu 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 




Ser 


Thr 


Asp 


Ser 


Gin 


Lys 


Pro 


Glu 


Cys 


Lys 


Pro 


Thr 


Lys 


Thr 


Arg 




Val 


Arg 


Gly 


Gly 


Lys 


Ala 


Cys 


Ala 


Gly 


Gin 


Thr 


lie 


Phe 


Glu 


Glu 


25 


Gin 


Phe 


Asp 


Ser 


Leu 


Asp 


Glu 


Asn 


Val 


Trp 


Gin 


lie 


Glu 


Gin 


Tyr 




He 


Pro 


He 


Tyr 


His 


Pro 


Glu 


Tyr 


Pro 


Phe 


Val 


Ser 


Tyr 


Gin 


Arg 




Asn 


Asn 


Leu 


Thr 


Val 


Ser 


Thr 


Ala 


Asp 


Gly 


Asn, 


Leu 


His 


lie 


Asn 




Ala 


Lys 


Leu 


Gin 


Gin 


His 


Met 


Pro 


Gly 


Phe 


Leu' 


Asp 


Asp 


Ser 


11 




Tyr 


Ser 


Gly 


Thr 


Leu 


Asn 


Leu 


Phe 


Ser 


Gly 


Cys 


Thr 


Ser 


Ser 


Ala 


30 


Glu 


Ala 


Cys 


He 


Lys 


Gin 


Ala 


Ser 


Gly 


Ala 


Asp 


lie 


Leu 


Pro 


Pro 




He 


Val 


Ser 


Gly 


Arg 


He 


Thr 


Ser 


lie 


Gly 


Phe 


Ala 


Phe 


Thr 


Tyr 




Gly 


Thr 


Val 


Glu 


He 


Arg 


Ala 


Lys 


Leu 


Pro 


Gin 


Gly 


Asp 


Trp 


Leu 




Tyr 


Pro 


Glu 


He 


Leu 


Leu 


Glu 


Pro 


Phe 


Leu 


Lys 


Lys 


Tyr 


Gly 


Ser 




Met 


Asn 


Tyr 


Ala 


Ser 


Gly 


Val 


Val 


Lys 


He 


Ala 


Cys 


Ala 


Arg 


Gly 


35 


-Asn 


Ala 


Glu 


Leu 


Tyr 


Ser 


Gly 


Pro 


Asn 


Asp 


Tyr 


Ser 


Asn 


Thr 


Val 



Asn 


Thr 


Val 


Leu 


Tyr 


Glu 


Asn 


Phe 


Leu 


Ser 


Gly 


Asp 


Ser 


Phe 


His 


He 


Ala 


Leu 


Ser 


Val 


Pro 


Arg 


Asp 


Ala 


Leu 


Leu 


Leu 


Gin 


Ala 


Gly 


Tyr 


lie 


Thr 


Leu 


Gly 


Asp 


Gly 


Ser 


lie 


Thr 


Ser 


Ala 


Arg 


Lys 


Ala 


Trp 


Phe 


Pro 


Arg 


Trp 


Lys 


Val 


lie 


Ala 


Leu 



5. Proteines 
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Leu Tyr Gly Gly Pro He Met Asp Leu Glu Cys Arg Glu Asn Phe 
Leu Ser Thr Lys Arg Arg Arg Asp Gly Thr Ser Trp Gly Asp Ser 
Phe His Thr Tyr Ser Val Gin Trp Thr Pro Asp Phe He Ala Leu 
Ser Val Asp Gly Glu Glu Trp Ala Arg Val Glu Ala Pro Arg Asp 
Ala Leu Pro Ala Val Cys Ala His Ala Pro Arg His Leu Leu Gin 
Ala Gly Ser Gin Met Ala Pro Phe Asp Asp His Phe Tyr He Thr 
Leu Gly Val Ala Ala Gly Gly lie Thr Glu Phe Arg Asp Gly Ser 
He Thr Ser Gly Gly Val Thr Lys Pro Trp Arg Asp Ser Ala Arg 
Lys Ala Ser Val His Phe Trp Arg His Met Ser Asp Trp Phe Pro 
Arg Trp Ser Gin Pro Ser Leu He Val Asp Phe Val Lys Val He 
Ala Leu 

6. Proteine selon la revendication 5, caracterisee en 
ce qu'elle presente une glycosylation en position 182. 

7. Fragment d'une proteine selon l'une des 
revendications 1 a 6. 

8. Oligonucleotide codant au moins pour la proteine ou 
l'un de ses fragments selon l'une des revendications 1 a 7. 

9 . ADN selon la revendication 8 comprenant la sequence 
SEQ ID N*4 suivante: 

GAGGATCCGG GTACC ATG GGT GGA CGC GTG TTG TGT CTG ATT TTA TTT 



ATA 


AAA 


ATA 


TCG 


TAC 


GCT 


CAA 


ATG 


CCC 


GAT 


GTG 


AAA 


ATA 


CAA 


GCT 


TTT 


CGC 


CCG 


AAA 


GGA 


CTT 


CGA 


ATA 


TCC 


GTT 


CAA 


GAT 


GTC 


CCC 


AAA 


ATG 


ACA 


CTG 


TTC 


GCG 


TTC 


CAA 


GGC 


AAC 


TTG 


AAC 


CAT 


AAA 


CTG 


GAC 


AGC 


ACC 


AGC 


GTC 


GGG 


ACA 


CTG 


AGT 


GCA 


GAG 


GTA 


CTG 


GAT 


CCA 


GTC 


AAC 


GGC 


CGA 


TGG 


GTG 


TAC 


GAA 


GAG 


CCC 


GAT 


CTT 


AAA 


CTA 


AAA 


GTC 


AAG 


GAC 


GTC 


GTC 


TAT 


TAT 


AAC 


GCG 


GTC 


TTC 


TCA 


ATC 


AAC 


AAG 


AAA 


ATA 


TAC 


GAG 


AAA 


ACA 


AAC 


CAA 


CAG 


TTC 


ACC 


GTA. 


ACA 


GAG 


CTA 


GAA 


GAT 


CCT 


AAT 


GCA 


AGC 


ACA 


GAT 


TCT 


CAG 


AAA 


CCA* GAA 


TGT 


AAG 


CCA 


ACA 


AAG 


ACG 


AGA 


GTG 


CGA 


GGC 


GGC 


AAA 


GCG 


TGT 


GCC 


GGA 


CAA 


ACA 


ATA 


TTC 


GAG 


GAG 


CAA 


TTT 


GAT 


TCC 


CTG 


GAC 


GAA 


AAC 


GTT 


TGG 


CAA 


ATC 


GAG 


CAG 


TAT 


ATA 


CCG 


ATT 


TAT 


CAC 


CCC 


GAA 


TAC 


CCC 


TTC 


GTG 


TCC 


TAC 


CAG 


CGT 


AAT 


AAT 


TTA 


ACA 


GTA 


TCT 


ACC 


GCA 


GAT 


GGA 


AAC 


CTA 


CAT 


ATT 


AAC 


GCC 


AAA 


CTT 


CAA 


CAA 


CAT 


ATG 


CCC 


GGC 


TTT 


CTG 


GAC 


GAC 


TCT 


ATA 


TAT 


TCT 


GGC 


ACA 


CTT 


AAT 


TTG 


TTC 


AGT 


GGG 


TGT 


ACT 


TCG 


TCA 


GCA 


GAG 


GCA 


TGC 


ATC 


AAA 


CAG 


GCT 


TCC 


GGT 


GCT 


GAT 
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nil 


w x •» 


CCA 

w wn 


CCA 

W W «» 


ATC 


GTC 

w * w 


AGC 


GGC 


AGA 


ATC 


ACA 


TCA 


ATA 


GGA 


TTT 


CZC A 


r r r p r p 
i x x 


ACG 

n w w 


TAC 

X i* w 


GGA 


ACA 


GTC 


GAA 


ATC 


AGA 


GCG 


AAA 


TTA 


CCG 


CAA 




unL 




PTG 

w X W 


TAT 
x n x 


Www 


GAA 


ATT 


CTA 


TTG 


GAG 


CCG 


TTC 


TTA 


AAG 




rp a m 




AGT 
nut x 


ATG 


AAT 


TAT 

X «• X 


GCG 


TCC 


GGC 


GTA 


GTG 


AAG 


ATA 


GCG 


Xvj 1 




w oL 


\J\J X 


A AT 


rra 
v?wn 


GAA 


CTC 

w A w 


TAT 


TCC 


GGA 


CCT 


AAT 


GAC 


TAC 


AGC 


AA 1 


nLu 


rrpm 
bl 1 


1 iu 


TAr* 


fZfZA 
uun 


GGA 


CCG 

w w w 


ATC 


ATG 


GAT 


CTG 


GAG 


TGC 


CGC 


GAG 


a & o 
AAL 


TTT 


LIL 


X WW 


AwA 


AAA 
AAA 


AGA 


CGC 

W WW 


AGA 


GAC 


GGC 


ACG 


TCG 


TGG 


GGC 


GAC 


AGT 


TTT 


LAI 


ALA 


x A 1 


1 WW 


u 1 1 


C AA 


TGG 


ACA 

nun 


CCT 

WW A 


GAT 


TTC 


ATA 


GCC 


CTG 


TCT 


GTG 


GAC 


GGC 


GAG 


GAG 






Lun 






GCG 


CCG 


CGG 


GAC 


GCC 


CTG 


CCG 


GCT 


GTC 


TGC 


GCG 


CAC 


GCC 


CCG 


CGG 


CAC 


CTG 


CTG 


CAG 


GCC 


GGC 


TCG 


CAG 


ATG 


GCG 


CCA 


TTC 


GAT 


GAC 


CAC 


TTC 


TAG 


ATA 


ACG 


CTA 


GGC 


GTG 


GCG 


GCA 


GGA 


GGC 


ATA 


ACG 


GAG 


TTC 


CGC 


GAC 


GGG 


TCT 


ATA 


ACC 


TCC 


GGG 


GGA 


GTC 


ACC 


AAG 


CCC 


TGG 


AGA 


GAC 


AGC 


GCT 


CGG 


AAG 


GCA 


TCC 


GTA 


CAT 


TTC 


TGG 


CGG 


CAC 


ATG 


TCC 


GAT 


TGG 


TTC 


CCA 


CGG 


TGG 


AGT 


CAG 


CCA 


TCT 


TTA 


ATC 


GTG 


GAC 


TTT 



GTC AAA GTT ATC GCC TTA TGATCTAGTC ATTTAGATTT TGTATAATTA 
AGTTATTAGT AT AGTTTC TG CAGGCAAAAT TAATTGCATT CTGAGTTTTT 
ATTGTCAAAC TACAATTTAA AATTTAATTC C T AAAAG ATC TCTCTTCTTT 
CTAAATCTGT AA TTT AGC T A ATTTTATTTG TATCATTTTC TTTTTTTAAA 
TTTTGATAGA GCGGCGAATG ACTAGAAGAT GTGATCTGCG AAAATAAAAC 
TAAGTGACAT GCATGCAAAG GCATACACAC AACAGAGTTT TGCATTATTA 
TTACCTTTCT TGAGC G AG AT GAGGACTACT GACGTGACCT GGAGTGATAT 
TTTGGAGCAA GCCTAAGACA GGGTCAAGTG GAGACAGCTC TAAGGCCCCT 
ATGTACCGGC GGGGTGTCTT AGGGCTGCAA TAACAACATT ACCTTTCTTA 
ACCAAACAGC GAT ATT ATC T GTAATATTAT AGTTAGAAAG CCTGCATCTT 
ATACTCTTAT TGAC AC AC GT AC C TGG ATG A TTTTAACGAT GAAGAAATAA 
CATCGTGTAA AAAATTTAGC TGGAAAAGAT TTTGAGGAAT. CAAGAAATAC 
CCTATGAACC AGCACAGGTA CGTGTCACCA CTCTGGCTAA' TTCTGCCACG 
TTGC GGTTGG TTTGAAGTTT GAGACAACCT TTGC AC GAT A CAATTGAGAC 
TAAGACCTCA TGGCTCGGAG TGAGTGGAGT CATTCAAGTT GCGACTGGCT 
CCAGTAACCA CTTATAACCA GGTAGATCGT GAGCCTATCA GCTCATTTAG 
AGCAACAAAA AACAAAATAA TGTACTCTTG AAAAAATCAT TTTAATAAAA 
GACCAGAGTG AAAAAAAAAA AAAAA 

10. Cellule eucaryote ou procaryote exprimant une 
proteine ou l'un de ses fragments selon l'un des 
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revendications 1 a 7. 

11. Cellule eucaryote ou procaryote portant au moins 
une partie d 1 un oligonucleotide selon 1 1 une des revendications 
8 et 9 . 

5 12. Cellule vegetale ou bacterienne selon l'une des 

revendications 10 et 11. 

13. Cellule vegetale selon la revendication 12, 
caracterisee en ce qu'elle est issue d'une plante appartenant 
aux families de la vigne, du tabac, de la tomate ou de la 

10 pomme de terre. 

14. Procede d'obtention d'une proteine ou d'un de ses 
fragments selon l'une des revendications 1 a 7, caracterise en 
ce qu'un oligonucleotide selon l'une des revendications 8 et 9 
est exprime dans une cellule procaryote ou eucaryote adaptee. 

15 15. Medicament contenant une proteine ou l'un de ses 

fragments selon l'une des revendications 1 a 7 ou obtenue 
selon la revendication 14 . 

16. Utilisation d'une proteine ou de l'un de ses 
fragments selon l'une des revendications 1 a 7 pour la 

20 fabrication d'un medicament pour le traitement des affections 
liees au complexe 1 ipopolysaccharidique . 

17. Utilisation selon la revendication 16 pour traiter 
le choc septique. 

18. Procede d ' elimination du complexe lipopoly- 

25 saccharidique de preparations contenant celui-ci, ledit — 
procede consistant a lier le complexe lipopolysaccharidique a 
une proteine ou a l'un de ses fragments selon l'une d s 
revendications 1 a 7 . 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise n 
30 ce que la proteine liant le complexe lipopolysaccharidique est 

fixee sur un support. 

20. Utilisation de fragments d'un des oligonucleotides 
selon la revendication 8 pour 1 ' amplification genique. 
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